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Mit der durchschnittlichen Lebenserwartung hat auch die Häufigkeit altersbedingter 
Erkrankungen in den letzten Jahren weltweit zugenommen [1, 2]. Hierbei spielt u.a. die 
Proteostase eine wichtige Rolle [3]. Diese beschreibt die zelluläre Proteinhomöostase, die 
sich aus Proteinaufbau und Proteinabbau zusammensetzt [4]. Maßgeblich wird der 
Proteinabbau über die Proteinqualitätskontrolle reguliert [5]. Somit bestimmt die Proteostase 
die zelluläre Funktionalität von Proteinen und damit letztendlich auch die Lebensdauer von 
Zellen und Organismen [6–8]. Jedoch können die dreidimensionale Struktur und 
dementsprechend auch die hiervon abhängigen Funktionen der Proteine durch endogene 
und exogene Stressoren wie Hitze, Schwermetalle sowie metabolischen oder oxidativen 
Stress beeinträchtigt werden [9–11]. Die hierbei entstehenden fehlgefalteten Proteine 
können, wenn sie nicht eliminiert werden,  akkumulieren und cytotoxische Aggregate bilden 
[10, 12]. So ist eine Gemeinsamkeit vieler Erkrankungen des Alterns, wie Diabetes mellitus 
oder Morbus Alzheimer, die Störung der Proteostase [13, 14]. Zur Aufrechterhaltung der 
Integrität des Proteoms existieren im Organismus verschiedene Mechanismen, die 
miteinander interagieren und gemeinsam das sogenannte Proteostase-Netzwerk bilden [15, 
16]. Letzteres besteht hauptsächlich aus den molekularen Chaperonen, die in die Reparatur 
bzw. Rückfaltung von fehlgefalteten Proteinen sowie in den proteolytischen Systemen 
involviert sind, die die Degradation der falsch- oder fehlgefalteten Proteine bewirken [14].  
 
1.1.1 Die unfolded protein response 
Die unfolded protein response (UPR) ist eine Antwort bzw. Reaktion auf zellulären Stress, 
der durch fehl- oder ungefaltete Proteine ausgelöst wird [17]. Die verschiedenen Signalwege 
finden im endoplasmatischen Retikulum (ER), in den Mitochondrien (mt) und im Cytosol 
statt, wobei im letzteren Kompartiment die sogenannte heat stress response (HSR) aktiviert 
wird [17]. Dies weist darauf hin, dass die Proteine im Cytosol besonders sensibel gegenüber 
Hitzestress sind [9]. Stressbedingungen wie Hitze, Infektionen oder oxidativer Stress 
induzieren die Expression der sogenannten Hitzeschockproteine (HSPs; heat shock 
proteins) [18, 19]. Hierbei handelt es sich um Chaperone, welche die (Rück-) Faltung der 
Proteine fördern und durch die Verhinderung von irreversiblen Aggregationen vor 
Zellschäden schützen [18, 20]. Kommt es zur Akkumulation von ungefalteten Proteinen im 
Cytosol, so transloziert der Hitzeschockfaktor 1 (HSF; heat shock factor), der unter normalen 
Bedingungen in monomerer, inaktiver Form an HSP70 sowie HSP90 gebunden ist, nach der 




regions mit den heat shock elements (HSEs) und bewirkt die Transkription von HSPs [19]. 
Dieser Signalweg kann durch elektrophile Chemikalien oder Isothiocyanate aktiviert werden, 
da diese HSP70 und HSP90 modifizieren und deren Bindung zu HSF-1 beeinträchtigen 
können [18]. In den Mitochondrien kommt es durch die Überlastung der Kapazitäten der 
Proteinqualitätskontrolle zu einer Aktivierung protektiver Gene, die an der Wiederherstellung 
der mitochondrialen Homöostase beteiligt sind [17]. Die UPRER wird durch transmembranale 
Sensoren eingeleitet, welche die Zunahme von ungefalteten Proteinen detektieren [21].  
 
1.1.1.1 Unfolded protein response der Mitochondrien 
Störungen bzw. der Knockdown von Genen der mitochondrialen Proteinqualitätskontrolle 
bewirken die Aktivierung der mitochondrialen UPR (UPRmt) [17]. So führt die Entstehung von 
ungefalteten Proteinen in der mitochondrialen Matrix von Säugetieren zu einer Aktivierung 
von HSP60 sowie der ATP-abhängigen Protease ClpP (caseinolytic mitochondrial matrix 
peptidase proteolytic subunit), welche die mitochondriale Proteinhomöostase fördern [22, 
23]. Für ihre Expression wird jedoch CHOP (CCAAT/enhancer-binding protein (C/EBP)-
homologous protein) benötigt, das durch mitochondrialen Stress induziert wird [23]. Im 
Nukleus bildet CHOP mit dem anderen Transkriptionsfaktor C/EBPβ (CCAAT/enhancer 
binding protein β) ein Heterodimer und fördert die Synthese von Chaperonen [17, 22]. Bei 
der Aktivierung von CHOP spielt die Kinase JNK2 (c-Jun N-terminal kinase 2) eine Rolle. 
Diese wird durch mitochondrialen Stress phosphoryliert und aktiviert den Transkriptionsfaktor 
c-Jun, der an die AP-1 (activator protein 1)-Bindungsstellen in der Promotorregion von 
CHOP und C/EBPβ bindet [17, 22, 24]. Die Akkumulation von ungefalteten Proteinen im 
Intermembranraum bewirkt eine erhöhte Produktion von reaktiven Sauerstoffspezies (ROS) 
sowie die Phosphorylierung der Proteinkinase B (AKT), die wiederum über die Aktivierung 
des Estrogenrezeptors-α (ERα) die Expression u.a. der mitochondrialen Serinprotease 
HTRA2 (high-temperature requirement protein A2) fördert [17]. Diese ist für die Elimination 
von Proteinen im Intermembranraum der Mitochondrien verantwortlich [17, 25]. 
 
1.1.1.2 Unfolded protein response des endoplasmatischen Retikulums 
Durch die Zunahme von ungefalteten Proteinen im ER-Lumen, die beispielsweise durch 
virale Infektionen, inflammatorische Zytokine, Hypoxie oder eine Fehlregulation des 
Calciumstoffwechsels entstehen können, wird ER-Stress ausgelöst [26–28]. Da eine Störung 
der Proteinstruktur eine Gefahr für die Zellfunktionen darstellt, werden im Organismus 
bestimmte Abwehrmechanismen aktiviert [29]. Zur Vermeidung von Störungen findet im ER 




der Abbau von Proteinen über die ER-assoziierte Proteindegradation (ERAD) statt [28]. 
Letztere beschreibt die Elimination von falsch gefalteten Proteinen, die nach dem Transport 
ins Cytosol und der darauffolgenden Ubiquitinierung durch das Proteasom abgebaut werden 
[30]. An der korrekten Faltung von Proteinen hingegen sind die molekularen Chaperone 
beteiligt, wobei GRP78 (glucose regulated protein 78), was auch als BiP (immunoglobulin 
heavy chain binding protein) bezeichnet wird, für die UPRER eine besondere Rolle spielt [31, 
32]. Es bindet nicht nur an ungefaltete Proteine, sondern auch an bestimmte ER-Stress-
Sensoren, deren Aktivierung durch die Dissoziation von GRP78/BiP unter ER-Stress erfolgt 
[32]. Initiiert wird die UPRER durch inositol-requiring kinase (IRE1), pancreatic ER eIF2α 
kinase (PERK) und activating transcription factor 6 (ATF6) [26].  
Die Endoribonuklease-Aktivität der IRE1 bewirkt das Spleißen der mRNA des XBP1 (X-box 
binding protein 1) [32]. Durch die Leserasterverschiebung erfolgt die Generierung eines 
Transkriptionsfaktors mit einer basic leucine zipper (bZIP)-Domäne, der neben der 
Expression von ER-Chaperonen oder ERAD-Substanzen auch die Phospholipidsynthese 
fördert [28, 33]. Als Bindungsorte für diesen Transkriptionsfaktor dienen das UPR element 
(UPRE) sowie die ER stress-response elements I und II (ERSE-I/ ERSE-II), die sich in der 
Promotorregion entsprechender Zielgene befinden [33]. Daneben ist IRE1 auch in der Lage, 
andere im ER lokalisierte mRNAs abzubauen, um die Proteinsythese und somit den ER-
Stress zu verringern, was als IRE1-dependent decay of mRNAs (RIDD) zusammengefasst 
wird [33, 34].  
Wie IRE1 stellt PERK auch ein Typ I-Transmembranprotein dar, das eine Serin/Threonin-
Kinase-Domäne aufweist, deren Autophosphorylierung nach der GRP78/BiP-Dissoziation die 
Aktivierung von ER-Stress-Sensoren auslöst [26, 31, 33]. PERK phosphoryliert dann die     
α-Untereinheit des eukaryotischen Translationsinitiationsfaktors eIF2α (eukaryotic initiation 
factor 2α) an Serin 51 und hemmt damit generell die mRNA Translation [26, 27]. Die 
Hemmung dieses Prozesses kann in β-Zellen zu einem diabetischen Phänotyp aufgrund 
einer fehlerhaften Translation und Faltung des Proinsulins führen [33]. Einige UPR-relevante 
Gene, wie z.B. ATF4 (activating transcription factor 4), können jedoch durch die 
Phosphorylierung von eIF2α auch verstärkt translatiert werden [26, 33]. ATF4 stellt einen 
Transkriptionsfaktor der Klasse bZIP dar, der die Expression von ER-Chaperonen wie 
GRP78/BiP und von Genen des Aminosäure-Stoffwechsels und der Autophagie fördert [33, 
35]. Des Weiteren kann ATF4 auch den Transkriptionsfaktor CHOP stimulieren, der die ER-
Stress-induzierte Apoptose initiiert [33]. Dies scheint insbesondere dann wichtig zu sein, 
wenn es durch Mechanismen der UPRER nicht gelingt, die ungefalteten bzw. falsch gefalteten 
Proteine zu eliminieren [33, 36]. Auch wird durch CHOP das growth arrest and DNA 




Proteinphosphatase 1c (PP1c), induziert, was die Dephosphorylierung von eIF2α bewirkt [26, 
27]. Dadurch wird die Proteinsynthese schließlich wiederhergestellt [26].  
Im Gegensatz zu IRE1 und PERK handelt es sich bei ATF6 um ein Typ II-
Transmembranprotein, das neben einer C-terminalen, Stress-wahrnehmenden Domäne 
auch eine N-terminale bZIP-Transaktivierungsdomäne besitzt [33, 37]. Während ATF6 unter 
basalen Bedingungen an GRP78/BiP gebunden ist, verlässt der ER-Sensor nach der 
Akkumulation von ungefalteten Proteinen und der Dissoziation von GRP78/BiP das ER und 
gelangt in den Golgi-Apparat [33]. Hier wird ATF6 durch die site 1 und site 2 Proteasen in 
seine funktionelle Form, ATF6 p50, gespalten [33, 35]. So wird die N-terminale 
Transaktivierungsdomäne von der Membran ins Cytoplasma freigesetzt [35, 37]. Dieses 
Fragment transloziert in den Nukleus, um als ein Homodimer die Transkription von UPR-
Zielgenen, wie z.B. GRP78/BiP, nach der Bindung an die ERSE zu aktivieren [27, 33, 37]. 
Auch kann ATF6 mit XBP1 unter ER-Stress ein Heterodimer bilden und die Expression von 
ERAD-Komponenten induzieren [33].  
 
1.1.2 Das Ubiquitin-Proteasom-System 
In Säugetierzellen wird der Großteil (etwa 80-90 %) der intrazellulären Proteine über das 
Ubiquitin-Proteasom-System (UPS) abgebaut, das zum Schutz der Zelle vor falsch- oder 
fehlgefalteten Proteinen dient [38]. Durch Ubiquitinierung kommt es zunächst zur 
spezifischen Markierung der abzubauenden Substrate [39]. Hierzu erfolgt die kovalente 
Bindung eines hochkonservierten, aus 76 Aminosäuren bestehenden Polypeptids namens 
Ubiquitin bzw. von Ubiquitinketten an die Zielproteine im Rahmen einer Kaskade von 
enzymatischen Reaktionen, an denen drei verschiedene Klassen von Enzymen beteiligt sind 
[39, 40]. Hierbei kann der Carboxy-Terminus (C-Terminus) von Ubiquitin an die 
ε-Aminogruppe eines Lysinrestes oder an den Amino-Terminus (N-Terminus) des 
Substratproteins angehängt werden, wodurch eine Isopeptidbindung entsteht [41, 42]. Im 
ersten Schritt der Ubiquitinierung wird in Abhängigkeit von ATP durch das Ubiquitin-
aktivierende Enzym E1 der C-terminale Glycinrest eines Ubiquitinmoleküls aktiviert [39]. 
Auch bildet E1 zwischen dem katalytischen Cystein- und dem Ubiquitinmolekül eine 
Thiolesterbindung, wobei das Enzym mit einem zweiten Ubiquitinmolekül beladen wird, 
welches adenyliert wird [43]. So entsteht letztendlich ein ternärer Komplex aus kovalent 
gebundenem Thiolester und dicht gebundenem Ubiquitin-Adenylat-Intermediat [44]. 
Darauffolgend wird das aktivierte Ubiquitin auf das Cysteinmolekül des Ubiquitin-
konjugierenden Enzyms E2 übertragen, wodurch ein E2-Ubiquitin-Thiolesterintermediat 
entsteht [39, 45]. Im dritten Schritt kommt es mithilfe der Ubiquitin-Ligase E3 zur 




eines Ubiquitinmoleküls wird von einer Monoubiquitinierung gesprochen, wobei an Ubiquitin 
auch noch weitere Ubiquitinmoleküle angebracht werden können, was dann zu einer 
Polyubiquitinierung führt [46]. Letztere ist nicht zu verwechseln mit der Multiubiquitinierung, 
welche die Ubiquitinierung an verschiedenen Stellen beschreibt [46]. Für die Anknüpfung von 
Ubiquitin stehen sieben mögliche Lysinreste zur Verfügung (K6, K11, K27, K29, K33, K48 
oder K63), wobei K48- bzw. K63-verknüpfte Polyubiquitinketten am häufigsten auftreten [46, 
47]. Während die K63-Polyubiquitinierung bei nicht-proteasomalem Proteinabbau eine Rolle 
spielt, wie z.B. bei Inflammationen, DNA-Reparaturmechanismen oder Stressantwort, gilt die 
K48-Polyubiquitinierung als ein Signal  für proteasomalen Abbau [38, 47]. Für die 
Degradation der Proteine ist das 2000 kDa schwere, ATP-abhängige 26S-Proteasom 
verantwortlich, das aus dem zentralen 20S-Kern sowie zwei 19S regulatorischen Partikeln 
besteht [38, 48]. Das 19S-Proteasom kann in zwei Untergruppen eingeteilt werden, den 
Basis- sowie den Deckel-Komplex [49]. Letzterer besteht aus mindestens neun Nicht-
ATPase-Untereinheiten (regulatory particle non-ATPase; Rpn) und ist primär für die 
Deubiquitinierung der Proteine mithilfe von deubiquitinierenden Enzymen (DUBs) und das 
Recycling des Ubiquitinmoleküls zuständig [48, 50]. Im Gegensatz dazu bewirkt der u.a. aus 
sechs AAA-ATPasen (regulatory particle triphosphatase; Rpt) aufgebaute Basis-Komplex die 
Rezeptor-vermittelte Erkennung von ubiquitinierten Proteinen, die Substrat-Entfaltung und 
die Öffnung des α-Ringes bzw. des sogenannten „Tores“ zum 20S-Proteasom [48, 50, 51]. 
Hierdurch erfolgt die Translokation der abzubauenden Moleküle ins katalytische Zentrum 
[50]. Dieses weist eine zylinderförmige Struktur auf, die aus zwei inneren α- sowie aus zwei 
äußeren β-Ringen aufgebaut ist, die jeweils aus sieben α- bzw. β-Untereinheiten bestehen 
[48]. Proteolytisch wirksam sind nur die β-Untereinheiten [52]. So zeigen die β1-, β2- und die 
β5-Untereinheit eine Caspase-ähnliche, Trypsin-ähnliche und eine Chymotrypsin-ähnliche 
Aktivität, die für die hydrolytische Spaltung von C-terminalen Peptidbindungen saurer, 
basischer und hydrophober Aminosäuren in Oligopeptide verantwortlich ist [48].  
 
1.1.3 Das Aggresom  
1.1.3.1 Allgemeines 
Bei einer Störung, Überlastung oder Hemmung des Proteasoms kommt es zu einer 
Akkumulation bzw. Aggregation von falsch- oder fehlgefalteten Proteinen [53, 54]. Diese 
sammeln sich in Einschlusskörperchen, den sogenannten Aggresomen [53, 55, 56]. So dient 
die Aggresombildung zum Schutz vor der Akkumulation cytotoxischer Proteinaggregate 
durch deren Speicherung und Elimination [56–58]. Überlastungen des Aggresoms und die 
damit zunehmende Proteinaggregation sind mit dem Altern bzw. mit vielen altersbedingten 




1.1.3.2 Bildung von Aggresomen 
Bei der Bildung von Aggresomen spielen Adaptorproteine eine wichtige Rolle [57, 60]. 
Mutationen spezifischer Adaptorproteine werden mit verschiedenen neurodegenerativen 
Erkrankungen wie Morbus Alzheimer oder Parkinson in Verbindung gebracht [57]. Die 
Adaptorproteine haben die Funktion, die fehlgefalteten bzw. polyubiquitinierten Proteine zu 
binden [57, 60]. Ein bekannter Vertreter dieser Gruppe ist die Histondeacetylase 6 (HDAC6) 
[57]. Dieses cytoplasmatische Enzym weist neben zwei funktionell unabhängigen 
Deacetylasedomänen auch eine Dyneinmotor-Bindungsdomäne und eine C-terminale 
Zinkfinger-Ubiquitinbindungsdomäne (BUZ; binder of ubiquitin zinc finger) auf [57, 61]. 
Gebunden werden sowohl Mono- als auch Polyubiquitinketten, wobei K63-verknüpfte 
Polyubiquitinketten präferiert werden [60]. Als weiteres Adaptorprotein gilt PLIC-1 (protein 
linking IAP to the cytoskeleton) bzw. Ubiquilin-1 [57]. Es besteht aus einer N-terminalen 
Ubiquitin-ähnlichen (ubiquitin‐like; UBL) sowie einer C-terminalen Ubiquitin-assoziierten 
Domäne (ubiquitin‐associated; UBA) [57, 62]. Letztere dient zur Bindung von mono- oder 
polyubiquitinierten Proteinen, während die UBL mit der 19S-Untereinheit des 26S-
Proteasoms interagiert und den proteasomalen Abbau von u.a. neurodegenerativen 
Proteinen wie Presenilin-1 fördert [62–64]. Bei einer Störung der proteasomalen Degradation 
kann aber das ubiquitär exprimierte Adaptorprotein Ubiquilin-1 auch die Aggresombildung 
fördern [63]. Weiterhin besitzt das Adaptorprotein Sequestosom-1 (SQSTM1) eine 
N-terminale Domäne (Phox/Bem1p (PB1) domain), die mit dem Proteasom interagiert, 
wodurch der Abbau von Proteinen durch das UPS gefördert wird [65, 66]. So weist das auch 
als p62 bezeichnete Protein noch eine C-terminale UBA auf, mit der es bevorzugt an K63-
verknüpfte polyubiquitinierte sowie aggregierte Proteine bindet und die Bildung von 
Aggresomen fördert [66–70]. Hierfür interagiert es ebenfalls mit Dynein, einem für die 
Motilität verantwortlichen Motorprotein aus der AAA+-Superfamilie (ATPases associated with 
various cellular activities) [71, 72]. Demzufolge binden die Adaptorproteine, wie p62 oder 
HDAC6, neben den fehlgefalteten Proteinen auch an den cytoplasmatischen 
Dyneinmotorkomplex (Abbildung 1.1) [57, 72]. Dieser ermöglicht den retrograden Transport 
fehlgefalteter Proteine entlang der Mikrotubuli zum MTOC (microtubule organization center) 
[57, 73]. Die hierfür benötigte Energie entsteht bei der Hydrolyse von ATP durch die 
Motordomäne [57]. Letztere stellt einen Bestandteil des homodimeren Proteins Dynein bzw. 
von dessen zwei schweren Ketten dar, die an die Mikrotubuli binden und durch die 
Interaktion mit intermediären sowie leichten Ketten einen Komplex zur Substratbindung 
bilden [72, 74]. Hierbei spielt der essentielle Cofaktor von Dynein bzw. Dynactin (DCTN) 
auch eine wichtige Rolle [75], indem er mit p150Glued, einer seiner Untereinheiten, über die 
intermediäre Kette mit Dynein interagiert und einen zusätzlichen Kontakt zu den Mikrotubuli 




des Zellkerns letztendlich das sogenannte Aggresom (Abbildung 1.1) [55, 56, 76]. Als 
weitere für dessen Formation benötigte Proteine gelten die Enzyme Parkin sowie Ataxin-3, 
die die Ubiquitinierung bzw. Deubiquitinierung von Proteinen katalysieren und mit ihren 
Mutationen die Entstehung von neurodegenerativen Erkrankungen beeinflussen [57, 60, 77]. 
Bei seiner ersten Entdeckung wurde das Aggresom als eine perizentrioläre, membranlose 
Struktur beschrieben, die von einem Käfig aus Vimentin umgeben ist [53]. Spätere 
Untersuchungen zeigten, dass diese Einschlusskörperchen auch ohne das erwähnte 
Intermediärfilament auftreten können und dieses nicht essentiell für ihre Deposition oder 
Stabilität ist [78]. Zu den Aggresomen werden neben den Bestandteilen des UPS auch 
Chaperone wie Hsp70 oder Hsp27 rekrutiert [79]. Auch kann die Bildung von Aggresomen 
durch zelluläre Signalwege, an denen die MAPK (mitogen‐activated protein kinase) oder 














Abbildung 1.1 Überblick über die Proteinhomöostase 
Fehlgefaltete Proteine werden durch Hitzeschockproteine (HSPs) rückgefaltet, die im Mitochondrium 
(Mt) bzw. im endoplasmatischen Retikulum (ER) aktiviert werden. Der Großteil der Proteine wird nach 
der Ubiquitinierung (Ub) über das Proteasom abgebaut, wobei dessen Störung mit einer Bildung von 
Aggresomen einhergeht. Diese werden von Autophagosomen aufgenommen, die mit Lysosomen 



















1.1.3.3 Elimination von Aggresomen 
Die Elimination von Aggresomen erfolgt durch Makroautophagie bzw. die Aufnahme durch 
Autophagosomen (Abbildung 1.1) [57, 73, 78]. Diese verschmelzen mit Lysosomen, in denen 
der Abbau der Proteine durch saure Hydrolasen stattfindet [78]. Somit stellt der Aggresom-
Autophagie-Weg neben den molekularen Chaperonen und dem UPS ein drittes 
Abwehrsystem dar [57]. Auch sind die bereits erwähnten Adaptorproteine an der Elimination 
von Aggresomen beteiligt. Demnach interagiert p62 über eine LC3 (light chain 3)-
interagierende Region (LIR; LC3 interacting region) mit autophagosomalen Proteinen LC3 
sowie GABARAP (gamma-aminobutyric acid receptor-associated protein) und bewirkt die 
Aufnahme von ubiquitinierten Proteinen [82]. Das Enzym HDAC6 hingegen fördert durch 
seine Deacetylierungsfunktion die Fusion von Autophagosomen mit Lysosomen [83, 84]. 
Laut Studien besteht zwischen der Bildung von Aggresomen und dem Zellüberleben eine 
enge Korrelation [79], wobei die Hemmung ihrer Formation cytotoxisch wirkt [85]. Im 
Folgenden werden die Autophagie und insbesondere die für die vorliegende Arbeit relevante 
Mitophagie näher beschrieben.  
 
1.1.4 Autophagie  
Die Autophagie beschreibt den Prozess der Verdauung von zelleigenem, cytoplasmatischem 
Material durch Lysosomen [86, 87]. Hierzu zählen Cytosol, Organellen oder auch 
Proteinaggregate [88]. So spielt die Autophagie bei zahlreichen Entwicklungsprozessen eine 
Rolle, wie z.B. bei der Sporulation von Hefezellen, bei der Puppenbildung der Fruchtfliege 
Drosophila melanogaster oder beim Übergang in die Dauerphase von Caenorhabditis 
elegans (C. elegans) [89]. Die drei häufigsten Formen der Autophagie stellen 
Makroautophagie, Mikroautophagie sowie die Chaperon-vermittelte Autophagie (CMA) dar 
[89, 90]. Diese können weiterhin in zwei Formen eingeteilt werden: die selektive und die 
nicht-selektive Autophagie [91].  
Die CMA bewirkt die Translokation von einzelnen Proteinen aus dem Cytosol ins lysosomale 
Lumen mithilfe von molekularen Chaperonen [90, 92]. Wie die Makroautophagie wird auch 
die CMA unter Stressbedingungen, wie Nährstoffmangel, maximal aktiviert, wobei dieser 
Prozess in vier Schritten erfolgt [90, 93]. Zunächst findet nach der Erkennung der Proteine 
ihr Transport zum Lysosom statt [90, 93, 94]. Hierfür bindet das Chaperon Hsc70 (heat 
shock cognate protein of 70 kDa) mit einigen Co-Chaperonen, wie z.B. HSP90 oder BAG1 
(BCL2-associated anthogene 1) an die Substrate, die ein Erkennungsmotiv bzw. ein 
Pentapeptid (KFERQ) in ihrer Aminosäuresequenz aufweisen [87, 93]. Die Aufnahme der 




Rezeptor LAMP2A (lysosome-associated membrane protein type 2A) gefördert [87, 93, 94]. 
Nach der Translokation durch die lysosomale Membran erfolgt die Degradation der Substrate 
mithilfe von Proteasen [94]. Im Vergleich zur Makroautophagie wird die CMA bei länger 
andauerndem Nahrungsmittelmangel aktiviert [87]. Im Vordergrund steht hierbei der Abbau 
von falsch gefalteten, geschädigten, oxidierten cytosolischen Proteinen unter 
physiologischen und pathologischen Bedingungen [93, 95].   
Die Mikroautophagie ist charakterisiert durch die direkte Einstülpung der lysosomalen 
Membran, die zur Entstehung von Vesikeln führt, in denen die zu degradierenden 
cytosolischen Proteine eingeschlossen werden [90, 96]. Diese gelangen nach dem 
Abschnüren ins lysosomale Lumen und werden abgebaut [90, 97, 98]. Durch Studien an 
Hefezellen ist bekannt, dass ATG (autophagy-related)-Proteine an diesem Prozess beteiligt 
sind, wobei neben löslichen Proteinen auch ganze Organellen (wie z.B. Peroxisomen oder 
der Nukleus) über die Mikroautophagie selektiv eliminiert werden können [90, 99, 100]. Bei 
der selektiven Elimination von cytosolischen Proteinen spielen auch die Endosomen eine 
wichtige Rolle [101]. Diese nehmen u.a. Proteine mit einem Erkennungsmotiv (KFERQ) auf 
und bilden sogenannte multivesikuläre Körper (multivesicular bodies; MVBs) [102, 103]. An 
deren Entstehung bzw. der Einstülpung der Endosomenmembran sind u.a. auch die ESCRT 
(endosomal sorting complexes required for transport)-Komplexe beteiligt [100, 102, 103]. 
Letztendlich fusionieren die MVBs, die auch als späte Endosomen bezeichnet werden, mit 
Lysosomen, in denen der Proteinabbau stattfindet [100, 104]. 
Die initiale Antwort der Zellen auf Nährstoffmangel ist die Aktivierung der Makroautophagie, 
die durch den Abbau von zellulären Komponenten essentielle Makromoleküle liefert [87]. 
Hierbei kommt es zunächst zur de novo-Synthese einer Isolationsmembran bzw. einer 
halbmondförmigen Doppelmembran, die auch als Phagophor bezeichnet wird [105, 106]. 
Während seines Wachstums nimmt dieses einen Teil des Cytoplasmas, Proteine, 
geschädigte Organellen oder invasive Mikroben auf, wodurch Vesikel namens 
Autophagosomen entstehen [101, 106, 107]. Für die Genese der Isolationsmembran können 
verschiedene zelluläre Strukturen wie das ER, die äußere Mitochondrienmembran oder die 
Plasmamembran dienen [108]. Diese fusionieren mit den Lysosomen, wodurch 
Autolysosomen (sekundäre Lysosomen) entstehen, in denen die Degradation von 
eingeschlossenen Substraten erfolgt [92, 106]. Die Bäckerhefe Saccharomyces cerevisiae 
(S. cerevisiae) weist ein ähnliches System bzw. den cytoplasm-to-vacuole targeting (Cvt)-
Signalweg auf, der jedoch nur unter nährstoffreichen Bedingungen aktiviert wird, wobei die 
Vakuolen als Lysosomen fungieren [104, 109]. Die verschiedenen Schritte der 
Makroautophagie werden durch die ATG-Proteine organisiert [87]. Somit werden für die 
Bildung von Autophagosomen eine Reihe von verschiedenen Proteinen benötigt, die sich in 




like autophagy activating kinase 1 (ULK1)-Komplex [105, 110]. ULK1 stellt das Homolog zum 
ATG1-Gen von S. cerevisiae dar [110]. Unter normalen physiologischen Bedingungen ist der 
ULK1-Komplex, bestehend u.a. aus ATG13 sowie ATG101, an mTORC1 (mammalian target 
of rapamycin complex 1) gebunden [104, 108]. Letzterer ist zusammengesetzt aus der 
Serin/Threonin-Kinase mTOR (mammalian target of rapamycin), Raptor (regulatory 
associated protein of mTOR) und MLST8 (mammalian LST8/G-protein β-subunit like protein) 
[110, 111]. Dieser Komplex bewirkt die Phosphorylierung von ULK1 und ATG13, wodurch die 
Hemmung der Autophagie erfolgt [104, 109, 110, 112, 113].  Kontrolliert wird die Aktivität von 
mTORC1 durch die 5’-AMP activated protein kinase (AMPK), die, wie der Name verrät, 
durch das erniedrigte ATP/AMP-Verhältnis bzw. die Akkumulation von AMP 
(Adenosinmonophosphat), bedingt durch Energiemangel, induziert wird [108]. Die AMPK ist 
in der Lage, mTORC1 durch die Phosphorylierung von seinem negativen tuberous sclerosis 
complex 2 (TSC2) bzw. seinem positiven Regulator Rheb (RAS-homologue enriched in 
brain) zu inhibieren [114]. Auch wird der mTORC1-Komplex direkt inhibiert, indem mTOR, 
ULK1 und Raptor durch AMPK phosphoryliert werden [108, 110, 111, 113]. Demnach 
resultiert die Hemmung von mTORC1 in der Induktion der Autophagie [115]. Im Vergleich zu 
mTOR wird ULK1 durch die Phosphorylierungsreaktion aktiviert und phosphoryliert ihrerseits 
Beclin-1 bzw. einen Komponenten des Klasse III Phosphatidylinositol-3 (PI3)-Kinase-
Komplexes [106, 116, 117]. Dieser Komplex, der neben Beclin-1 aus den Kinasen 
PI3KC3/VPS34 (vacuolar protein sorting 34) und PIK3R4/VPS15 zusammengesetzt ist, spielt 
bei der Keimbildung der Isolationsmembran eine wichtige Rolle [104, 118]. Hierbei stellt 
VPS34 die katalytische Untereinheit dar, die für die Produktion von Phosphatidylinositol-3-
Phosphat (PI3P) aus Phosphatidylinositol (PI) verantwortlich ist, wobei PI3P in Endosomen, 
Peroxisomen, Phagosomen oder Omegasomen vorkommt [119]. Bei Beclin-1 hingegen 
handelt es sich um ein in Säugetierzellen vorkommendes Protein, das als essentiell für die 
Initiation der Autophagie gilt [104, 120, 121]. Als ein Adaptorprotein bindet es nicht nur an 
Autophagie-relevante Proteine, sondern dient auch zur Rekrutierung von Proteinen, die an 
der Modulation von VPS34 beteiligt sind [122]. In Abwesenheit von Autophagie-Stimuli liegt 
Beclin-1 unter physiologischen Bedingungen gebunden an das antiapoptotische Protein 
BCL2 (B-cell lymphoma 2) inaktiv in der Zelle vor, wodurch die Interaktion mit VPS34 und 
somit die Makroautophagie verhindert wird [104, 123, 124]. Gefolgt wird die Keimbildung von 
der Expansion bzw. Elongation der Isolationsmembran [104, 118]. An diesem Prozess sind 
zwei Ubiquitin-ähnliche Proteinkonjugationssysteme beteiligt [118, 125]. Beim ersten System 
wird ATG12 durch ein E1-ähnliches Enzym (ATG7) aktiviert und durch ein E2-ähnliches 
Enzym (ATG10) auf ATG5 übertragen [108, 125]. Das ATG12-ATG5-Konjugat verbindet sich 
mit ATG16L (ATG16-like) und der entstandene Komplex bindet nach der Dimerisierung an 




GABARAP und GATE16 (Golgi-associated ATPase enhancer of 16 kDa) zum ATG8 in der 
Hefe homolog ist, werden die obigen ATG-Proteine wieder ins Cytoplasma freigesetzt [110, 
118, 126]. Beim zweiten Konjugationssystem wird LC3 durch die Protease ATG4 prozessiert, 
wodurch LC3-I entsteht [104, 118, 127]. Nach der Aktivierung mittels ATG7 erfolgt die 
Konjugation mit dem Phospholipid Phosphatidylethanolamin mithilfe des E2-ähnlichen 
Enzyms ATG3 [104, 108, 118]. Das hierbei gebildete membrangebundene Lipoprotein LC3-II 
gilt als ein Marker für Autophagosomen [108, 128]. Mit der Reifung schließen sich die 
Autophagosomen und verschmelzen mit Lysosomen, was in der Bildung von Autolysosomen 
resultiert [104, 108]. An der Fusion der beiden Organellen sind erneut neben HDAC6 auch 
die SNAREs (soluble NSF attachment protein receptors) beteiligt [84, 108]. Letztendlich 
erfolgt in den Lysosomen die Degradation der Proteine durch saure Hydrolasen [129].  
Je nach der Art der abgebauten cytosolischen Komponenten (wie z.B. Mitochondrien oder 
ER) werden verschiedene Formen der selektiven Degradation durch Makroautophagie (wie 
z.B. Mitophagie oder ER-Phagie) unterschieden [90]. Da die Mitophagie einen wichtigen 
Bestandteil der vorliegenden Arbeit darstellt, wird diese im weiteren Verlauf der Arbeit näher 
beschrieben.  
 
1.1.5 Mitophagie als selektive Form der Autophagie 
1.1.5.1 Fusion und Fission von Mitochondrien 
In den Mitochondrien erfolgt die ATP-Produktion im Rahmen der Atmungskette [130]. 
Letztere besteht aus vier multimerischen Komplexen (I-IV), die zusammen Elektronen auf 
molekularen Sauerstoff (O2) übertragen, wobei Wasser (H2O) gebildet wird [130, 131]. 
Hierbei stammen die Elektronen von den Reduktionsäquivalenten NADH 
(Nicotinamidadenindinukleotid) oder FADH2 (Flavinadenindinukleotid) [131]. Die von den 
Reduktionsäquivalenten verbleibenden Protonen werden in Form des in die Matrix 
gerichteten Protonengradienten durch den Komplex V bzw. die F0F1-ATPase (ATP-
Synthase) genutzt, um ATP zu generieren [130, 131]. Neben der Gewinnung von Energie 
werden in den Mitochondrien auch reaktive Sauerstoffspezies (reactive oxygen species; 
ROS), hauptsächlich an Komplex I und III, als Nebenprodukt durch Elektronenübertragung 
auf O2 gebildet [130]. Ungefähr 90 % der im Organismus produzierten ROS haben ihren 
Ursprung in den Mitochondrien, wobei in diesen Organellen in erster Linie die Bildung des 
Superoxidradikals (O2
•-) stattfindet [130, 132]. Während sie in geringen Maßen positive 
Effekte aufweisen und u.a. zelluläre Signalkaskaden regulieren, können ROS in hohen 
Konzentrationen durch die Auslösung von oxidativem Stress pathogen wirken [133, 134]. 




und ihrem Abfangen aufrechterhalten [135]. Zum Letzteren tragen neben nutritiven 
Antioxidantien, wie Flavonoiden, auch antioxidative Enzyme wie die Superoxiddismutase bei 
[136]. Oxidativer Stress hingegen entsteht, wenn sich das Gleichgewicht zwischen 
Oxidantien und Antioxidantien in Richtung der Ersteren verlagert [137]. So können ROS 
unmittelbar zu einer oxidativen Schädigung von mitochondrialen Proteinen, von Lipiden, der 
mitochondrialen DNA (mtDNA) oder insgesamt zu einer mitochondrialen Fehlfunktion führen 
[130, 132, 134]. Diese Schäden lösen Mutationen des mitochondrialen Genoms aus und sind 
mit dem Altern sowie neurologischen oder endokrinologischen Erkrankungen assoziiert, was 
darauf hinweist, dass gesunde Mitochondrien und deren Qualitätskontrolle eine essentielle 
Bedeutung für den Organismus haben [130, 138, 139]. Einer dieser Mechanismen, die 
UPRmt, wurde bereits vorgestellt (Kap. 1.1.1.1). Im Folgenden wird auf weitere für die 
vorliegende Arbeit relevante Mechanismen der mitochondrialen Proteostase eingegangen. 
Eine Fehlfunktion von Mitochondrien, die als ein Kennzeichen des Alterns gilt [140], stellt, 
wie oben bereits geschildert, eine Gemeinsamkeit von verschiedenen Erkrankungen wie 
neurodegenerativen Störungen, Krebs oder Diabetes dar [141, 142]. Zur Aufrechthaltung 
ihres gesunden Zustands zeigen Mitochondrien ein dynamisches Verhalten und treten nicht 
als isolierte Organellen auf, sondern bilden ein Netzwerk [143, 144]. Durch die Änderung 
ihrer Form können sie je nach zellulären Bedingungen, wie Energiestatus oder Stress [145], 
entweder als fragmentierte, kleine oder als tubuläre, elongierte Mitochondrien auftreten 
[146]. Abgesehen vom Transport oder Abbau [143] durchlaufen sie pro Stunde 5 mal 
Fusions- und Fissionsprozesse, durch die diese Organellen ihre Morphologie bzw. ihre 
Funktionen anpassen, um zelluläre Anforderungen zu erfüllen [147]. Dies bedeutet, dass die 
Mitochondrien miteinander verschmelzen (Fusion) oder sich in eine oder mehrere 
voneinander unabhängige Organellen teilen (Fission) und somit ständig ihre Form, Größe 




















Abbildung 1.2 Mitochondriale Dynamik 
Fusions- und Fissionsprozesse fördern die Elimination von geschädigten Mitochondrien.        
Modifiziert nach [149].  
 
Des Weiteren wird durch die mitochondriale Fusion der Austausch von internen 
mitochondrialen Proteinen ermöglicht, während die Fission die Elimination von geschädigten 
Mitochondrien, wie solche mit einem reduzierten Membranpotential, fördert [150]. Beide 
Prozesse ermöglichen jedoch durch die Aussortierung von geschädigten Mitochondrien 
deren Degradation [151]. Dass Mutationen von an Fusions- und Fissionsprozessen 
beteiligten Proteinen mit der Entstehung von verschiedenen neurodegenerativen 
Erkrankungen einhergehen, zeigt die Bedeutung beider Prozesse für die Zellgesundheit 
[152].  
Für die mitochondriale Fusion sind die Dynamin-ähnlichen GTPasen Mitofusine Mfn (in 
Säugetierzellen) und fuzzy onions 1 (Fzo1 in Hefezellen) der äußeren 
Mitochondrienmembran unentbehrlich (Abbildung 1.2) [148, 153, 154]. Des Weiteren wird die 
im Intermembranraum lokalisierte GTPAse OPA1 (optic atrophy 1) benötigt, die ein Homolog 
zu Mgm1 in der Hefe darstellt [153]. Während Mfn1/Mfn2 und Fzo1 die Fusion der äußeren 
Mitochondrienmembran steuern, ist OPA1 für die Fusion der inneren Mitochondrienmembran 
verantwortlich (Abbildung 1.2) [154, 155]. Demnach bewirkt die Fusion das Recycling des 
Mitochondrieninhaltes oder auch die Umverteilung der Proteinbestandteile und Metabolite 
[156]. Auch die Fission wird durch GTPasen der Dynamin-Familie reguliert [153, 156]. 
Hierbei spielt das mitochondriale Außenmembranprotein Fis1 (fission 1) eine wichtige Rolle, 
da es durch die Interaktion mit Drp1 (dynamin-related protein 1) die Fission auslöst 
(Abbildung 1.2) [148]. Bei Drp1 handelt es sich um ein cytosolisches Protein, welches u.a. 
durch Fis1 zur mitochondrialen Oberfläche rekrutiert wird [156, 157]. Des Weiteren fördert 










durch die Dephosphorylierung bzw. Rekrutierung von Drp1 (Abbildung 1.2) [149, 158, 159]. 
Abgesehen von Fis1 interagiert Drp1 mit anderen Rezeptoren der 
Mitochondrienaußenmembran, wie Mff (mitochondrial fission factor) oder MiD49/MiD51 
(mitochondrial dynamics), und gilt somit als ein zentraler Bestandteil der mitochondrialen 
Fragmentierung [148, 157, 160]. Nach der Fission weist das eine Tochtermitochondrium ein 
intaktes und das andere ein depolarisiertes Membranpotential auf, wobei Letzteres nicht 
mehr mit anderen Organellen fusioniert und bevorzugt durch Mitophagie abgebaut wird 
[161].  
Das Wort Mitophagie setzt sich zusammen aus „Mitochondrien“ und „Autophagie“ und 
beschreibt die selektive Degradation von Mitochondrien durch Autophagosomen [162, 163]. 
Demzufolge sind sowohl mitochondriale als auch autophagosomale Proteine an diesem 
Prozess beteiligt [163]. Jedoch können sich die Mechanismen oder auch die daran 
beteiligten Proteine je nach Organismus unterscheiden [164]. Auch ist die Mitophagie-Rate 
nicht in jedem Gewebe identisch, sondern in Organen wie im Herz höher [163]. Als Induktor 
der Mitophagie gelten moderat angestiegene ROS-Konzentrationen, welche zelluläre 
Stressresistenz verstärken und über hormetische Prozesse vor Krankheiten schützen 
können [2]. Somit stellt die Mitophagie den Hauptmechanismus für die mitochondriale 
Qualitätskontrolle dar [165]. Eine Störung dieses Prozesses geht mit physiologischem Altern 
sowie altersbedingten Erkrankungen einher [2]. Hauptsächlich kann die Mitophagie in zwei 
Gruppen eingeteilt werden [163, 166], die in den folgenden Abschnitten erläutert werden. 
 
1.1.5.2 Rezeptor-vermittelte Mitophagie 
Bei der Rezeptor-vermittelten Mitophagie in Säugetierzellen spielen die proapopotischen, 
mitochondrialen Außenmembranproteine BNIP3 (BCL2 and adenovirus E1B 19 kDa-
interacting protein 3) und BNIP3L (BNIP3-like), auch bekannt als NIX (NIP3-like protein X), 
eine wichtige Rolle [163, 167, 168]. BH3-only Proteine, zu denen auch BNIP3 und NIX 
gehören, werden durch intrazellulären Stress aktiviert [169]. Sowohl BNIP3 als auch NIX 
weisen eine hoch konservierte LC3-interagierende Region (LIR) auf, welche die Bindung an 
LC3 und GABARAP ermöglicht [163]. Demnach findet so die Aufnahme von Mitochondrien 
durch Autophagosomen statt [170]. Zur transkriptionellen Aktivierung von BNIP3 und NIX 
dienen der durch Hypoxie induzierte Transkriptionsfaktor HIF-1α (hypoxia-inducible 
factor 1α) sowie der unter Hunger aktivierte Transkriptionsfaktor FOXO3 (forkhead box O3) 
[163, 171]. Hierbei stellen der Skelettmuskel, die Leber sowie das Herz den Syntheseort für 
BNIP3 dar, wobei die Testes oder die hämatopoetischen Gewebe für die Bildung von NIX 
verantwortlich sind [163]. Nach seiner Expression fördert BNIP3 ebenfalls die Translokation 




induziert werden [172]. Weiterhin können NIX und BNIP3 durch die Aktivierung von BECLIN1 
den Abbau von Mitochondrien auslösen [163]. Auch stellt FUNDC1 (FUN14 Domain 
Containing 1) ein weiteres mitochondriales Außenmembranprotein dar, das bei Säugetieren 
die Mitophagie reguliert [163, 173]. Unter normalen zellulären Bedingungen wird dieser 
Rezeptor durch Kinasen inhibiert [163]. Jedoch wird bei mitochondrialer Depolarisation und 
Hypoxie der FUNDC1-Rezeptor durch PGAM5 dephosphoryliert und aktiviert [163]. So 
interagiert dieser Mitophagie-Rezeptor mithilfe seiner LIR-Domäne mit dem 
autophagosomalen Protein LC3 und ermöglicht den Abbau von Mitochondrien [173].  
 
1.1.5.3 Die PINK1/Parkin-vermittelte Mitophagie 
Die PINK1/Parkin-vermittelte Mitophagie wird durch depolarisierte Mitochondrien aktiviert 
[163]. Wie der Name schon andeutet, spielen bei diesem Signalweg die Serin/Threonin-
Kinase PINK1 (PTEN-induced putative kinase 1) sowie die cytosolische E3-Ubiquitin-Ligase 
Parkin, die bei Parkinson mutiert vorliegt [174], eine wichtige Rolle [175]. Transportiert wird 
PINK1 in gesunden Mitochondrien durch die Translokasen TOM (translocase of the outer 
membrane) und TIM23 (translocase of the inner membrane 23) in die innere 
Mitochondrienmembran, was in Abhängigkeit vom Membranpotential erfolgt [176]. Sowohl 
für den Transport als auch für die Verankerung in die Membran wird die N-terminale 
mitochondriale Zielsequenz (mitochondrial targeting sequence; MTS) von PINK1 benötigt, 
die durch die Peptidase MPP (mitochondria processing peptidase) abgebaut wird [163, 175]. 
Daneben findet auch die Degradation der Transmembrandomäne dieser Kinase durch die 
Protease PARL (presenilin associated rhomboid-like protease) statt [163, 176]. Das restliche 
Fragment hingegen gelangt von der inneren Mitochondrienmembran ins Cytoplasma, wo es 
durch das Proteasom abgebaut wird [163]. Im Gegensatz dazu kann in geschädigten 
Mitochondrien mit einem gestörten Membranpotential, das z.B. durch ROS induzierbar ist 
[177], PINK1 nicht mehr in die Innenmembran transportiert werden und verbleibt daher in der 
äußeren Mitochondrienmembran [163, 176]. Hier akkumuliert PINK1 und phosphoryliert nicht 
nur sich selbst (Autophosphorylierung), sondern auch die Ubiquitinketten der 
Membranproteine und bewirkt somit die Rekrutierung sowie die Aktivierung von Parkin durch 
Phosphorylierung seiner UBL-Domäne [163, 175, 176]. Nach seiner Translokation katalysiert 
die E3-Ubiquitin-Ligase die Ubiquitinierung von Proteinen der äußeren 
Mitochondrienmembran, wodurch die Bildung von Autophagosomen bzw. die Mitophagie 
erhöht wird [163]. Zu den Substraten von Parkin zählen u.a. auch Mfn1/2 oder der 
Ionenkanal VDAC1 (voltage-dependent anion-selective channel 1), wobei die Mitofusine 
durch das Proteasom eliminiert werden und die hierdurch inhibierte Fusion Mitophagie 




Rekrutierung von p62, welches über die Interaktion mit LC3-II die Aufnahme von 
Mitochondrien durch die Phagophore ermöglicht (Kap. 1.1.3.3) [178]. 
 
1.2 Glucosetoxizität 
1.2.1 Glucosemetabolismus  
Das Monosaccharid Glucose gilt als der wichtigste Vertreter der Nahrungskohlenhydrate, 
weshalb Blutglucose zu den wesentlichen Energielieferanten des Organismus zählt [179, 
180]. Jedoch kann eine andauernde exzessive Aufnahme von Kohlenhydraten bei einem 
überwiegend sitzenden Lebensstil zu stark erhöhten Blutzuckerkonzentrationen und 
letztendlich zu metabolischen Störungen wie Diabetes mellitus Typ 2 führen [179]. Während 
der normale Nüchternblutglucosespiegel  beim Menschen < 6,1 mmol/l (< 110 mg/dl) beträgt, 
liegen bei Diabetes mellitus Nüchternwerte von ≥ 7 mmol/l (126 mg/dl) vor [181, 182]. 
Übersteigt der Blutglucosespiegel Konzentrationen von 10 mmol/l (180 mg/dl), so gelangt 
Glucose in den Urin und wird ausgeschieden [183, 184]. Dieser Zustand verleiht Diabetes 
mellitus auch seinen Namen [185]. Hauptsächlich existieren zwei Formen dieser Erkrankung. 
Im Gegensatz zu Diabetes mellitus Typ 1, bei dem Autoimmunreaktionen zu einer 
Zerstörung von Insulin-sezernierenden β-Zellen und einem absoluten Insulinmangel führen, 
ist Diabetes mellitus Typ 2 zumindest initial durch eine Insulinresistenz charakterisiert [183, 
186, 187]. Eine chronische Insulinresistenz kann zu einer Dysfunktion und letztendlich zu 
einem Zelltod von β-Zellen führen [188, 189]. Die aufgrund von chronischer Hyperglykämie 
entstehenden Spätfolgen lassen sich unter dem Begriff Glucosetoxizität zusammenfassen 
und hauptsächlich in mikrovaskuläre (Retinopathie, Nephropathie oder Neuropathie) sowie 
makrovaskuläre Komplikationen (Schlaganfall, koronare Herzerkrankung oder periphere 
arterielle Verschlusskrankheit) einteilen [190–192]. Bei beiden spielt oxidativer Stress eine 
Schlüsselrolle [193]. Aufgrund der erhöhten Glucosekonzentrationen kommt es zu einer 
erhöhten Metabolisierung bzw. zu Glykolyse im Cytosol, die wiederum in einer vermehrten 
Produktion von NADH und Pyruvat resultiert [193–195]. Letzteres wird nach dem Transport 
in die Mitochondrien im Citratzyklus neben CO2 und H2O in NADH sowie FADH2 
umgewandelt, welche für die ATP-Produktion im Rahmen der Atmungskette als 
Elektronendonatoren fungieren [194]. Diese erzeugen durch den erhöhten Protonenfluss in 
den Intermembranraum ein hohes Membranpotential, das die Hemmung des Komplex III 
bewirkt [193, 194]. Dadurch werden die akkumulierten Elektronen durch Coenzym Q auf 
molekularen Sauerstoff übertragen, wodurch Superoxidradikale entstehen [193]. Diese 
führen zur Schädigung von Makromolekülen, wie z.B. Lipiden, Proteinen bzw. der DNA [137]. 
So resultiert die Hyperglykämie-bedingte ROS-Produktion nicht nur in einer Akkumulation 




durch die Entstehung von DNA-Schäden das DNA-Reparaturenzym PARP-1 (poly(ADP-
ribose) polymerase 1) induziert, das die Aktivität der GAPDH (Glycerinaldehyd-3-phosphat-
Dehydrogenase) hemmt, die ein Schlüsselenzym der Glykolyse darstellt [193, 194, 197].  
Bedingt durch die Inhibierung der GAPDH kommt es zur Akkumulation von diversen 
Metaboliten der Glykolyse, die vier Signalwege einleiten, welche an der Pathogenese der 
diabetischen Spätfolgen beteiligt sind [193, 194]. Hierzu zählen der Polyolstoffwechsel, der 
Hexosamin-Biosyntheseweg, die Aktivierung der Proteinkinase C und die Bildung von 
advanced glycation endproducts (AGEs) [198]. Die Bildung von AGEs ist unmittelbar 
abhängig von der Glucosekonzentration sowie der Produktion von ROS und führt 
zwangsläufig zu strukturellen Veränderungen von Proteinen mit nachfolgenden 
Funktionseinbußen [199, 200], worauf im Folgenden näher eingegangen wird. 
 
1.2.2 Bildung von AGEs 
AGEs entstehen durch die nichtenzymatische, kovalente Bindung der Aldehydgruppen von 
reduzierenden Zuckern an die freien Aminogruppen von Proteinen, Lipiden oder 
Nukleinsäuren [201–203]. Über die reversible Bildung der Schiff´schen Base werden durch 
eine irreversible Amadori-Umlagerung stabile Ketoamine gebildet [203, 204]. Nach 
verschiedenen strukturellen Veränderungen im Rahmen von Dehydrierungs- oder 
Oxidationsreaktionen entstehen schließlich die als AGEs bezeichneten heterogenen 
chemischen Verbindungen [204]. Entdeckt wurde dieser Prozess im Jahr 1912 vom 
Chemiker Louis Camille Maillard [205]. Doch nicht nur bei der Lebensmittelherstellung ist 
diese Bräunungs- bzw. Maillardreaktion zu beobachten [205]. Spätere Untersuchungen 
zeigten, dass AGEs auch im Organismus unter physiologischen Bedingungen entstehen 
können [202, 205]. Des Weiteren ist in vivo durch die Lipidperoxidation oder Autoxidation von 
Glucose die Bildung von Dicarbonylverbindungen, wie Glyoxal oder Methylglyoxal (MGO), 
möglich [206]. Als ein wichtiger AGE-Vorläufer ist MGO in der Lage, durch die Reaktion mit 
verschiedenen Aminosäureresten, wie Arginin, Lysin oder Cystein, Proteine zu modifizieren 
[206, 207]. Die hierbei gebildeten Addukte führen beispielsweise zur Abnahme der 
proteasomalen Degradation oder wirken toxisch auf die DNA [206–208]. Daneben kann 
MGO auch Addukte mit Insulin bilden, was eine Insulinresistenz zur Folge hat [209]. Ein 
häufiger Vertreter der AGEs ist auch das Molekül Nε-Carboxymethyllysin (CML), das im Alter 
oder insbesondere bei Diabetes vermehrt produziert wird [201, 210]. Das glykierte 
Hämoglobin (HbA1c) ist ein bekanntes Amadori-Produkt, das als ein wichtiger Langzeit-
Indikator des durchschnittlichen Blutzuckerspiegels der letzten 2-3 Monate genutzt wird und 
mit dem Risiko für das Auftreten von Diabetes-Spätfolgen korreliert [201, 211–213]. 




für die Beteiligung an der Pathogenese der Makro- und Mikroangiopathien bei den Patienten 
verantwortlich gemacht [201, 214, 215]. Neben der Beeinflussung der Struktur und der 
Funktion von Proteinen führen die Glykierungs- bzw. Glykoxidationsprodukte zur 
Quervernetzung von extrazellulären Eiweißmolekülen wie z.B. Kollagen, wodurch die 
Pathogenese von vaskulären Erkrankungen begünstigt wird [210, 216]. Daneben spielt auch 
der receptor for advanced glycation endproducts (RAGE) bei den schädigenden Effekten 
durch die AGEs eine wichtige Rolle [216]. So kommt es durch seine Stimulation zur 
Auslösung von verschiedenen proinflammatorischen Mechanismen [202, 216–218]. Letztere 
werden durch den Transkriptionsfaktor NF-κB (nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of 
activated B cells) aktiviert [219, 220]. Dieser transloziert nach der Phosphorylierung bzw. 
Degradation seines Inhibitors IκBα in den Zellkern und führt zur Bildung von 
proinflammatorischen Genen oder ROS, wodurch Entzündungsprozesse gefördert werden 
[219, 221].  
 
1.2.3 Glucosetoxizität und Mitophagie 
Mitochondrien zählen zu den Kompartimenten, in denen der Abbau von Glucose erfolgt 
[222]. Unter hyperglykämischen Bedingungen gelten diese Organellen als die Hauptquelle 
von ROS, wobei sie auch von deren Angriffen besonders betroffen sind [223]. So führt 
Hyperglykämie durch die erhöhte ROS-Produktion zur Auslösung von oxidativem Stress 
sowie zu einer verstärkten Bildung von mutierter mtDNA [222, 224]. Des Weiteren bewirkt 
Hyperglykämie eine vermehrte Aktivierung der mitochondrialen Fission [223, 224]. So findet 
unter pathogenen Bedingungen, wie z.B. bei Diabetes mellitus, neben der exzessiven 
Fission auch eine Störung der Mitophagie statt, wodurch eine gesteigerte mitochondriale 
Fragmentierung, ROS-Produktion sowie eine Akkumulation von geschädigten Mitochondrien 
auftritt [223]. Daneben wurde auch berichtet, dass bei Typ 2-Diabetikern erhöhte HbA1c-
Werte mit gesteigerter mitochondrialer Dysfunktion einhergehen und eine erhöhte 
Expression von p62 auf eine gestörte Mitophagie hinweist [222]. Während niedrige ROS-
Spiegel Mitophagie aktivieren können, wird oxidativer Stress, der durch Hyperglykämie 
verursacht wird, für die Störung der Autophagie und die β-Zell-Dysfunktion bei Diabetes 
mellitus Typ 2 verantwortlich gemacht [222]. Auf molekularer Ebene spielt bei der 
Hyperglykämie-bedingten Autophagie-Hemmung bei Diabetes die Inaktivierung der AMPK 
bzw. die Aktivierung von mTOR eine wichtige Rolle [225]. Zu den Folgen der gestörten 
Autophagie gehört auch die Akkumulation von polyubiquitinierten Proteinen in β-Zellen [222]. 
Von einer gestörten Mitophagie sind, u.a. unter hyperglykämischen Bedingungen,  








1.3.1 Vorkommen und Eigenschaften  
Quercetin (3,3’,4’,5,7-Pentahydroxyflavon) gehört zu den häufigsten und bestuntersuchten 
Vertretern der Flavonoide bzw. zur Untergruppe der Flavonole (Abbildung 1.3). Das in der 
Pflanzenwelt weit verbreitete Polyphenol kommt in Tee oder Obst- und Gemüsesorten wie 
Buschbohnen, Brokkoli und Äpfeln (insbesondere in der Schale [228]) hauptsächlich in Form 
von wasserlöslichen sowie chemisch stabilen Glykosiden vor [229–231]. Zwiebeln stellen 
jedoch mit einem Gehalt von ungefähr 0,2-0,4 mg/g die wichtigste Quercetin-Quelle dar [232, 
233]. In Deutschland liegt die Quercetin-Aufnahme bei ungefähr 10 mg pro Tag, wobei sie 






Abbildung 1.3 Strukturformel des Polyphenols Quercetin [235] 
 
Viele günstige physiologische Eigenschaften dieses Polyphenols wurden bisher aufgrund 
von in vitro- sowie in vivo-Studien berichtet. Demnach erhöht Quercetin die genomische 
Stabilität in Ratten und aktiviert antioxidative Enzyme oder wirkt selbst als Radikalfänger 
[230]. Hierbei spielt die Struktur von Quercetin eine wichtige Rolle (Abbildung 1.3). So 
verleiht die o-Dihydroxystruktur im B-Ring der Radikalform eine höhere Stabilität und trägt 
zur elektronischen Delokalisation bei, wobei die antioxidative Kapazität durch die 
Hydroxylgruppen zusätzlich verstärkt wird (Abbildung 1.3) [230, 236–238]. Doch nicht nur die 
strukturellen Vorteile sind für die antioxidativen Eigenschaften von Quercetin verantwortlich. 
In C. elegans kam es durch die Behandlung mit diesem Polyphenol zu einer gesteigerten 
Translokation von DAF-16 (abnormal dauer formation), dem Homolog von FOXO, was nach 
seiner Translokation zu einer gesteigerten Expression von Stressantwortgenen führt [239, 




die Expression antioxidativer Enzyme wie der Katalase und der Superoxiddismutase [241]. 
Auch konnte durch das Polyphenol in Abhängigkeit von verschiedenen Genen die 
Lebensspanne von C. elegans verlängert werden [242].  
Daneben waren durch Quercetin die Beeinflussung von Schlüsselgenen wie die des 
Glykolipid-Stoffwechsels sowie die Senkung des systolischen Blutdrucks oder des 
Serumcholesterols bei kardiovaskulären Risikopatienten und Gesunden zu beobachten 
[243]. Durch Auslösung von Apoptose und/oder Zellzyklusarrest zeigte Quercetin 
antikanzerogenes Potential bei verschiedenen Krebsarten wie Prostata-, Zervikal-, Lungen-, 
Brust- und Kolonkrebs [244]. Als molekulare Zielstruktur bzgl. chemopräventiver Wirkungen 
ist u.a. das Tumorsuppressorgen p53 zu nennen, dessen Expression durch Quercetin 
gesteigert [245] bzw. sein Abbau verhindert wird [246]. Weiterhin kam es durch die 
Behandlung mit Quercetin in vivo u.a. durch die Verminderung der Expression von 
Adhäsionsmolekülen (wie VCAM und E-Selektin) zu antiinflammatorischen Effekten [247]. 
Als ein weiteres antiinflammatorisches Zielgen dieses Polyphenols ist auch Sirtuin-1 (SIRT1) 
zu nennen, das verstärkt exprimiert wird [248]. Auch über antihypertensive sowie 
vasorelaxierende Eigenschaften kann Quercetin die Entstehung kardiovaskulärer 
Erkrankungen günstig beeinflussen [249, 250].  
 
1.3.2 Verminderung der Glucosetoxizität durch Quercetin  
Neben den in Kap. 1.3.1 erwähnten günstigen Effekten von Quercetin wurden in 
verschiedenen in vitro- sowie in vivo-Studien Wirkungen beobachtet, die sich bei 
Glucosetoxizität als positiv erweisen könnten. So ist Quercetin in der Lage, die Bildung von 
AGEs durch die Bindung von Methylglyoxal und Glyoxal zu verhindern [206]. Auch kam es 
zu einer Inhibierung der Glykierung von Proteinen wie Kollagen oder der DNA [206, 251]. 
Daneben induzierte Quercetin in einem Diabetes-Mausmodell eine Verringerung der 
Hyperglykämie im nüchternen sowie postprandialen Zustand [252]. Hierfür könnte die 
Hemmung des SGLT1 (sodium dependent glucose cotransporter 1) oder von 
Disaccharidasen verantwortlich sein [252, 253]. Des Weiteren wurde durch die Aktivierung 
der Proteinkinase AMPK durch Quercetin die Translokation und Expression des Insulin-
abhängigen Glucosetransporters GLUT4 in Skelettmuskelzellen erhöht [254]. Jedoch hat die 
Aktivierung der AMPK auch einen anderen Vorteil bei Hyperglykämie. Demnach führt diese 
Proteinkinase durch die Hemmung von inflammatorischen Prozessen zu einer Verbesserung 
der Insulinresistenz [255]. Weiterhin konnte in den Studien der Arbeitsgruppe Wenzel gezeigt 
werden, dass in Nematoden, die gegebenüber 10 mM Glucose exponiert wurden, Quercetin 
Glucose-bedingte Schädigungen durch die Beeinflussung des Proteastase-Netzwerkes 






Die in den bereits genannten Pflanzen (Kap. 1.3.1) vorkommenden Quercetin-Glykoside 
bestehen aus einem Aglykon, das durch eine β-glykosidische Bindung an Zuckerreste wie 
Galactose (Hyperosid oder Hyperid), Glucose (Isoquercitrin), Rhamnose (Quercitrin) oder 
Rutinose (Rutin) gebunden ist [257]. Die Bioverfügbarkeit des Quercetin-Aglykons ist sehr 
gering [258]. In Kombination mit Fetten konnte sie jedoch gesteigert werden, was vermutlich 
darauf beruht, dass die lipophile Struktur besser löslich ist und die Aglykone durch passive 
Diffusion die Enterozyten passieren [228, 234, 259]. Die Absorption von Quercetin-
Glykosiden hängt von der Glykosidgruppe des Moleküls ab [228]. Für Quercetin-Glucoside, 
wie Quercetin-3-O-Glucosid, wird davon ausgegangen, dass der Transport bzw. die 
Absorption über den intestinalen Natrium-abhängigen Glucosetransporter SGLT1 erfolgt, der 
in hohen Mengen in der apikalen Bürstensaummembran des Dünndarms vorkommt [228, 
260–262]. Vor der intestinalen Absorption erfolgt jedoch die Deglykosylierung durch das 
luminale Enzym Lactase-Phlorizin-Hydrolase (LPH), eine β-Glucosidase, wobei das 
freigesetzte Aglykon, wie oben bereits erwähnt, die Enterozyten passiv diffundiert [228, 262–
264]. Im Anschluss an die Absorption kommt es zur Glucuronidierung, Methylierung und/oder 
Sulfatierung von Quercetin im Rahmen der Phase II der Biotransformation in Dünndarm, 
Leber, Kolon und den Nieren [228, 264], wobei hauptsächlich Quercetin-3-O-β-d-Glucuronide 
im Blutplasma vorkommen [265]. Für die Aufnahme der Quercetin-Konjugate in die 
Hepatozyten wird der basolaterale Transporter organic anion transporter (OAT) bzw. organic 
anion transporting polypeptide (OATP) benötigt [266]. Die Ausscheidung ins Darmlumen 
oder von der Leber in die Galle erfolgt über multi-drug resistance protein 2 (MRP2) [264, 
266]. Des Weiteren werden die Quercetin-Derivate, die nicht im Darm absorbiert werden, wie 
z.B. Quercetin-Rutinoside, nach der Prozessierung durch die mikrobielle β-Glucosidase im 
Kolon aufgenommen [263, 267]. Quercetin besitzt eine relativ lange 
Eliminationshalbwertszeit (ca. 17-28 h) [232, 268]. Auch wenn noch keine eindeutigen 
quantitativen Angaben bzgl. der Bioverfügbarkeit von Quercetin existieren, wurde berichtet, 
dass die orale Zufuhr einer Einzeldosis von 100 mg zu einer Serumkonzentration von 0,8 µM 
führt [269, 270]. Daneben stieg durch die zweiwöchige Aufnahme von 50, 100 oder 150 mg 
pro Tag dieses Flavonols die Plasma-Quercetinkonzentration auf 145 nmol/l, 217 nmol/l 
sowie 380 nmol/l [269]. Endogene oder exogene Faktoren können auch die Bioverfügbarkeit 
von Quercetin beeinflussen [263, 271, 272]. Spekuliert wird u.a. über den Einfluss des Alters, 
des Geschlechts oder auch des endogenen Vitamin C-Status auf die Quercetin-
Bioverfügbarkeit [263]. Letztere kann jedoch in vivo durch die Lebensmittelmatrix oder die 





1.4 Caenorhabditis elegans als Modellorganismus 
1.4.1 Allgemeines 
Caenorhabditis elegans (C. elegans) ist ein 1 mm großer, frei im Boden lebender Rundwurm 
bzw. Nematode, der sich von Mikroorganismen ernährt [273, 274]. Sein Name setzt sich 
zusammen aus dem Griechischen (caeno = neu, rhabditis = stabähnlich) sowie dem 
Lateinischen (elegans = elegant) und deutet auf die Familie der Würmer hin (Rhabditidae) 
[275, 276]. Erstmals wurde der Wildtyp N2 im Jahr 1956 aus einem Pilzkompost in England 
isoliert [273]. Sydney Brenner gelang es Jahre später diesen Fadenwurm im Labor unter 
Verwendung von nicht-pathogenen Escherichia coli (E. coli) Bakterien als Nahrungsquelle zu 
kultivieren und als einen Modellorganismus zu etablieren [273, 277]. Seither stellt C. elegans 
einen wichtigen Bestandteil verschiedener Forschungsbereiche der Biologie dar, wie z.B. 
Altersforschung oder Genetik [273]. Zu 60–80 % besitzt das vollständig sequenzierte Genom 
von C. elegans Homologien zu menschlichen Genen [278, 279]. Dies betrifft auch 
krankheitsrelevante Gene beim Menschen [280]. So wurden in C. elegans wichtige 
Erkenntnisse bzgl. verschiedener Erkrankungen gewonnen, wie die Entdeckung des ersten 
Präsenilin-Proteins bei Alzheimer oder von DAF-16/FOXO bei Diabetes mellitus Typ 2 [281]. 
Das zweigeschlechtliche Vorkommen der Nematoden stellt einen weiteren Vorteil in der 
Forschung dar. Demnach sind die selbstbefruchtenden Hermaphroditen in der Lage, durch 
die Erzeugung von 300-1000 Nachkommen homozygote Mutationen ohne Paarung 
aufrechtzuerhalten [278]. Im Gegensatz dazu werden die selten vorkommenden (0,1–0,2 %) 
Männchen hauptsächlich für Kreuzungsexperimente verwendet [278, 282]. Die einfachen 
und kostengünstigen Kulturbedingungen auf Agarplatten oder in Flüssigmedium machen 
C. elegans ebenfalls zu einem beliebten Modellorganismus [278]. So können aufgrund der 
kurzen Generationszeit von drei Tagen bei 20 °C in vivo-Experimente in kurzer Zeit 
durchgeführt werden [277, 278, 282]. Außerdem bietet die Möglichkeit des Einfrierens die 
langzeitige Aufbewahrung sowie die Wiederverwendung der Nematoden je nach Bedarf 
[278]. Des Weiteren ermöglicht der transparente Körper die Beobachtung von zellulären 
Prozessen, wie z.B. die Mitose in Echtzeit, oder den Einsatz von Reportergenen, die zur 
Markierung von Zellen in lebenden Organismen und zur Untersuchung der Expression von 
bestimmten Genen dienen [276, 278]. Auch können durch mutierte Stämme, die einfach zu 
erwerben oder zu generieren sind, genetisch-bedingte physiologische oder 
verhaltensbezogene Veränderungen untersucht werden [276]. Letztendlich gilt als ein 
weiterer Vorteil für die Forschung das gezielte und einfache Ausschalten von Genen durch 
die Methode der RNA-Interferenz, die zur Ermittlung verschiedener Genfunktionen beiträgt 




1.4.1.1 Anatomie und Physiologie 
Wie oben bereits angedeutet, weist C. elegans Geschlechtsdimorphismus auf und kommt 
sowohl als Hermaphrodit als auch als Männchen vor [278]. Unterscheiden lassen sich die 
beiden Geschlechter u.a. durch ihre Körperform. Während die Hermaphroditen einen 
kegelförmigen Schwanz aufweisen (Abbildung 1.4), besitzen die kleineren und dünneren 
Männchen einen fächerförmigen Schwanz [278, 284]. Eine Gemeinsamkeit ist jedoch die 
unsegmentierte und zylindrische Körperform, die aus einer inneren und einer äußeren Röhre 
besteht [285]. Getrennt sind die beiden voneinander durch eine mit Flüssigkeit gefüllte 
Körperhöhle, die nicht wie das Coelom der Vertebraten vollständig mit mesodermalen Zellen 
ausgekleidet ist und deshalb auch als Pseudocoelom bezeichnet wird [286, 287]. Dieses ist 
u.a. für den interzellulären Nährstofftransport sowie den hydrostatischen Druck 
verantwortlich, der zur Körperform oder der Motilität beiträgt [286–288]. Des Weiteren 
besteht die äußere Röhre bzw. die Körperwand aus der Kutikula, der Hypodermis, den 
exkretorischen Systemen, den Neuronen sowie den longitudinalen Muskeln, wobei die innere 
Röhre den Pharynx, den Intestinaltrakt und bei den adulten Würmern die Keimdrüsen 
beinhaltet (Abbildung 1.4) [285, 286]. Während die Flüssigkeit des Pseudocoelums im 
Inneren des Nematoden als ein Hydroskelett fungiert, dient die Kutikula als ein Exoskelett, 
das auch für die Körperform und die Motilität des Nematoden sorgt [287, 289]. Die 
überwiegend aus Kollagen bestehende mehrschichtige Kutikula wird durch die 
darunterliegende Hypodermis und die Saumzellen gebildet [286, 290, 291]. Auch sind die 
Hauptöffnungen von C. elegans (Anus, exkretorische Pore, Vulva und Pharynx) von der 
Kutikula umgeben [291].  
C. elegans besitzt 959 somatische Zellen [278]. Das Nervensystem von C. elegans besteht 
aus 302 Neuronen, die durch Synapsen miteinander verbunden sind und in dem 
sogenannten Nervenring, dem primitiven Gehirn, der Nematoden zusammenkommen [278, 
292]. Hauptsächlich sind sie für die Innervierung der Muskelfasern der Körperwand 
verantwortlich, wobei sich die meisten Nervenzellkörper zu Ganglien gruppieren [278, 293]. 
Neben den einfachen Verhaltensweisen wie Fortbewegung, Nahrungssuche/-aufnahme oder 
Defäkation, können die Würmer auch zwischen Futterquellen oder Temperaturen 
unterscheiden [293]. So bietet der Modellorganismus die Möglichkeit, Verhaltensweisen der 
Nematoden gegenüber bestimmten Geruchsstoffen, Futterquellen und unerwünschten 
Chemikalien zu untersuchen [278, 294].  
Der Pharynx besitzt ein eigenes Nerven- und Muskelsystem sowie ein eigenes Epithel [285]. 
In den pharyngealen Neuronen sind Neuropeptide sowie Neurotransmitter, wie z.B. Glutamat 
oder Serotonin, enthalten [295]. Die pharyngealen Muskeln lassen sich in drei funktionelle 




Bakterien durch die Pumpaktivität aufgenommen und im Isthmus akkumuliert, woraufhin der 
Transport der Nahrung durch peristaltische Bewegungen in den terminalen Bulbus erfolgt, in 
dem das Zermahlen stattfindet [296]. Beteiligt an diesen Prozessen ist u.a. Serotonin, das 
wie andere Neurotransmitter oder Neuropeptide in den pharyngealen Neuronen enthalten ist 
[295, 296]. Verbunden ist das Lumen des Pharynx mit dem intestinalen Lumen über das 
pharyngeal-intestinale Ventil (Abbildung 1.4) [297]. Hierdurch gelangt der Nahrungsbrei in 
den Darm der Nematoden, wo dann schließlich neben der Verdauung auch die Synthese 
oder Speicherung von Makromolekülen stattfindet [297, 298]. Letztere schließen 
Kohlenhydrate in Form von Glykogen sowie Fette in Form von Triglyceriden ein [299, 300]. 
Ähnlich wie bei Menschen besteht auch das Intestinum von C. elegans aus polarisierten 
epithelialen Zellen, die auf der apikalen Seite mit Mikrovilli ausgestattet sind [301]. 
Letztendlich wird der Darminhalt über das Rektum bzw. den Anus ausgeschieden [285]. 
Abgesehen von der Verwertung von Nährstoffen dient der Darm des Nematoden auch als 
Abwehrsystem gegenüber Pathogenen. Auch wenn C. elegans keine zirkulierenden 
Immunzellen bzw. kein adaptives Immunsystem aufweist, sind die epithelialen Zellen bzw. 
die Enterozyten in der Lage, auf pathogene Mikroorganismen zu reagieren [302, 303]. 
Demnach spielt der Darm des Nematoden bei der angeborenen Immunabwehr, an der u.a. 
der FOXO-Transkriptionsfaktor beteiligt ist, eine wichtige Rolle [302].  
Aufgebaut ist das Fortpflanzungssystem des Nematoden aus der somatischen Gonade, der 
Keimbahn sowie dem Eiablageapparat, den der Uterus, die Vulva, die Muskeln und die 
Neuronen bilden (Abbildung 1.4) [285]. Die somatische Gonade hingegen besteht u.a. aus 
der Gonadenscheide oder der Spermathek und formt zusammen mit der Keimbahn zwei 
symmetrische U-förmige Gonadenarme [304]. Diese sind jeweils mit dem zentralen Uterus 
über die Spermathek verbunden, in der die reifen Oocyten durch Spermien befruchtet 
werden, wobei Letztere auch von den Männchen stammen können [285, 304]. Die Gameten 
der Hermaphroditen weisen nur eine limitierte Spermienproduktion auf [305]. Pro Fertilisation 
produzieren Hermaphroditen, die zwei X-Chromosomen aufweisen (XX), ungefähr 300 
Embryos [278, 304]. Nach der Befruchtung gelangen die Eier in den Uterus und von hier aus 
über die Vulva in die Außenwelt [285, 304]. Im Vergleich zu den Hermaphroditen besitzen 
die Männchen mehr somatische Zellkerne, während ihr Fortpflanzungssystem aus der 
somatischen Gonade, der lediglich Spermien-produzierenden Keimbahn und den 
dazugehörigen Muskeln oder Nerven besteht [305]. Hierbei bildet die männliche Gonade 
einen J-förmigen Arm, der über das Proctodaeum mit der Öffnung der Kloake (Anus) 
verbunden ist [285, 305]. Letztendlich entstehen die Männchen (X0) durch die Fusion von 











Abbildung 1.4 Anatomie des Hermaphroditen von C. elegans  
Modifiziert nach [285]. 
 
1.4.1.2 Der Lebenszyklus 
Mit der Entwicklung des Embryos beginnt auch der Lebenszyklus von C. elegans. Dieser 
lässt sich in verschiedene Abschnitte, das Embryonalstadium, die vier Larvenstadien (L1-L4) 
und das adulte Stadium, gliedern [285].  
 
1.4.1.3 Embryogenese 
Unabhängig davon, ob das Spermium aus der Spermathek des Hermaphroditen oder aus 
der Paarung mit Männchen stammt, erfolgt die Bildung des Embryos im selbstbefruchtenden 
Nematoden [278]. Hierbei ist die Embryogenese, die bei Raumtemperatur in ca. 14 Stunden 
erfolgt, durch zwei Schritte gekennzeichnet, die Proliferation und die 
Organogenese/Morphogenese [285, 306]. Die erstgenannte Phase beschreibt die Bildung 
von ungefähr 550 undifferenzierten Zellen durch Zellteilung und umfasst zwei Abschnitte, 
wobei im Ersteren bzw. in den ersten 150 Minuten im Uterus die Bildung der Zygote sowie 
die Generierung von embryonalen Gründerzellen stattfindet [285]. Mit dem Erreichen von 28-
30 Zellen wird der Embryo über die Vulva an die Umgebung abgegeben, weshalb es 
außerhalb des Hermphroditen zur Vollendung der Embryogenese kommt [278]. Im zweiten 
Schritt kommt es bis zum Beginn der Organogenese zu Zellteilungsereignissen und der 
Gastrulation (Abbildung 1.5) [285]. Letztere beschreibt den Prozess der Positionierung der 
Keimblätter im Embryo [307].  Am Ende der Proliferation handelt es sich hierbei um ein in 
drei Keimregionen organisiertes zelluläres Sphäroid, wozu das Ektoderm, das Mesoderm 
und das Endoderm gehören [285]. Diese sind für die Bildung verschiedener Gewebe 
verantwortlich. So entstehen aus dem Ektoderm die Hypodermis oder die Neuronen, wobei 
das Mesoderm Muskeln und den Pharynx generiert und das Endoderm neben der Keimbahn 










Entwicklung von reifen Organen durch die regulierte Änderung der Gewebsform [308]. Der 
Embryo bildet somit in dieser Phase differenzierte Gewebe bzw. Organe aus und ändert 

















Abbildung 1.5 Lebenszyklus von C. elegans 
Angaben in blau: Verweildauer  im jeweiligen Stadium; Angaben in dunkelgrau: ungefähre Größe des 
Nematoden im jeweiligen Stadium. Modifiziert nach [285]. 
 
1.4.1.4 Larvenstadien (L1-L4) 
Nach dem Schlüpfen eines Nematoden aus dem Ei durchläuft er vier Larvenstadien 
(Abbildung 1.5) [285]. Diese werden durch das Vorhandensein von Nahrung beeinflusst. So 
können die L1-Larven bei Futterknappheit für mehrere Tage ihre Entwicklung stoppen [278, 
285]. Letztere wird jedoch fortgesetzt, sobald wieder Nahrung verfügbar ist [278]. Wie am 
Ende jedes Larvenstadiums erfolgt auch in L1 eine Häutung, wobei eine neue, für das 
jeweilige Stadium spezifische Kutikula synthetisiert wird (Abbildung 1.5) [285]. Daneben 
kommt es auch u.a. zur Entwicklung der Geschlechtsmerkmale, wie der Vulva bei 
Hermaphroditen oder des fächerförmigen Schwanzes bei Männchen, weshalb schon jung-
adulte Würmer eine Reproduktionsfähigkeit aufweisen [278]. Einige Zellteilungsereignisse 
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finden auch in L2 statt, wobei die Nematoden am Ende dieser Phase wegen ungünstiger 
Umweltbedingungen, wie Nahrungsknappheit oder Hitze, in ein Dauerstadium übertreten 
können (Abbildung 1.5) [285]. Hierbei handelt es sich um einen Zustand, in dem die 
sogenannten „Dauer-Larven“ eine hohe Stressresistenz aufweisen und sowohl ihre 
Morphologie als auch ihr Verhalten an ihr Umfeld anpassen (Abbildung 1.5) [278, 309]. 
Demnach zeigen die in der Dauer-Phase nicht alternden Nematoden neben ihrer 
unveränderten Lebensspanne noch eine reduzierte Nahrungsaufnahme, bedingt durch 
reduzierte pharyngeale Pumpaktivität, Bewegungsmangel oder auch metabolische 
Veränderungen [285, 309]. Diese schließen u.a. eine erhöhte Aktivität von antioxidativen 
Enzymen ein [309]. Jedoch sind die Würmer bei verbesserten Umweltbedingungen, wie 
Nahrungsangebot, in der Lage, direkt ins L4-Stadium überzutreten und ihre Entwicklung 
fortzusetzen (Abbildung 1.5) [278]. Hier erfolgt schließlich die Vollendung der Gonadogenese 
und die anatomischen Unterschiede zwischen Männchen und Hermaphroditen werden 
sichtbar [278, 285]. Letztere legen ihre ersten Eier bei 22-25 °C ca. 50 Stunden nach dem 
Schlüpfen, wobei durch Selbstbefruchtung ca. 300 Nachkommen entstehen und diese Zahl 
durch Paarung auf 1200-1400 steigen kann  [285].  
 
1.4.2 C. elegans als Modellorganismus zur Untersuchung Glucose-induzierter 
Schädigungen 
Aufgrund des Vorhandenseins eines einfachen Insulinrezeptor-Systems (daf-2) ist 
C. elegans zur Untersuchung der Effekte von normalen bzw. pathologischen 
Glucosekonzentrationen auf molekulare Zellvorgänge besonders gut geeignet [310]. 
Demnach wurden die Nematoden in zahlreichen Studien zur Untersuchung der 
Überlebenszeit in Anwesenheit von Glucose eingesetzt [256, 310, 311]. Wildtyp-Würmer 
zeigten nach der Inkubation mit Glucose aufgrund der erhöhten ROS-Produktion und der 
vermehrten Bildung von AGEs eine verringerte Überlebenszeit [310]. Zum Teil wird für die 
Glucose-bedingte Verkürzung der Überlebenszeit auch die Aktivierung des Insulin/IGF-1-
Signalweges verantwortlich gemacht, der zu einer Hemmung von DAF-16 führt [310–313].  
Weiterhin kann der Stamm TK22 als passender Modellorganismus zur Erforschung 
diabetischer Zustände verwendet werden [314, 315]. Diese schließen die erhöhte ROS-
Produktion sowie die hierdurch auftretenden zu Komplikationen führenden Proteinschäden 
ein [316]. Bei TK22 [mev-1 (kn1)III] handelt es sich um einen Mutanten, der einen Defekt im 
abnormal methyl viologen sensitivity (mev-1)-Gen aufweist, das für das Ortholog der 
Cytochrom b560-Untereinheit der Succinat-Dehydrogenase kodiert, die im Komplex II 
(Succinat-Ubichinon-Oxidoreduktase) der mitochondrialen Atmungskette vorkommt [317, 




Ubichinon [318]. Durch die Mutation kommt es zu einer erhöhten Produktion von ROS in 
Form von Superoxid-Anionen, deren Konzentration unter normalen Bedingungen an 
Komplex I und III, in mev-1-Nematoden jedoch an Komplex II im Vergleich zum Wildtyp 
erhöht ist [318–320]. Auch exprimieren die Mutanten im Gegensatz zu N2-Nematoden halb 
so viel Superoxiddismutase, wodurch es zusätzlich zu einer Hypersensitivität gegenüber 
dem ROS-generierenden Herbizid Methylviologen (Paraquat) kommt, wonach der Stamm 
benannt ist [321–323]. Des Weiteren weisen die mev-1-Würmer auch geringere Spiegel des 
antioxidativ wirksamen ROS-scavengers Glutathion auf, was die Superoxid-Anion-Produktion 
nochmals steigert [319]. Als Folge der mev-1-Mutation kommt es zu einer Hypersensibilität 
gegen ROS, einer verringerten Hitzestress-Resistenz, einem früherem Vorkommen von 
Alterungsmerkmalen wie Proteincarbonylen sowie einer um 30 % verringerten 
Lebensspanne [318, 321, 324]. Zusammengefasst stellt die vermehrte Produktion von ROS 
ein Merkmal von Diabetes aber auch von Alterungsprozessen dar, weshalb mev-1 für beide 
Forschungsfelder einen interessanten Modellorganismus darstellt [315, 325, 326]. 
 
1.4.3 Das Proteostase-Netzwerk in C. elegans 
Wie bereits erwähnt, stellt die Regulation der Proteostase das Fundament zur Verhinderung 
der Proteinaggregation dar [327]. Durch verschiedene Studien an C. elegans  konnte gezeigt 
werden, dass durch Alterungsprozesse, wie bei Menschen, aufgrund der reduzierten 
Proteostase die Proteinaggregation zunimmt [12, 327–329]. So kann beispielsweise die 
Anhäufung von Proteinen neurodegenerative Erkrankungen auslösen [53, 329].  
 
1.4.3.1 Die unfolded protein response 
Bei einer Überlastung der Kapazität der mitochondrialen Proteine, bedingt durch die 
Akkumulation von falsch gefalteten Proteinen, wird die UPRmt in C. elegans aktiviert [17, 
330]. Die Protease CLPP-1 ist für die Degradation der Proteine in kurzkettige Peptide 
verantwortlich, die mithilfe des ATP-binding cassette (ABC)-Transporters HAF-1 aus der 
Matrix in den Intermembranraum transportiert werden und von hier aus in das Cytoplasma 
diffundieren [17, 22]. Dadurch kommt es zur Translokation von ATFS-1 (activating 
transcription factor associated with stress 1) in den Zellkern, wo dieser Transkriptionsfaktor 
mit einem Proteinkomplex aus UBL-5 (ubiquitin-like family 5) und DVE-1 (DVE (defective 
proventriculus in Drosophila) homolog 1) interagiert und die Expression von mitochondrialen 
Chaperonen wie HSP-60 induziert [17, 331]. Daneben können auch ROS die GCN-2 
(general control non-repressed 2)-Kinase aktivieren, was zur Phosphorylierung von eIF2α 




hingegen erfolgt der Abbau von ATFS-1 durch die Protease Lon in der Mitochondrienmatrix 
[17, 332]. Kodiert wird der Schlüsselregulator der UPRER, GRP78/BiP, durch zwei Gene in 
C. elegans, hsp-3 und hsp-4 [333, 334]. Diese beeinflussen in den Nematoden wie in 
Säugetierzellen den Aktivitätsstatus der drei Transmembranproteine IRE-1 (ribonuclease 
inositol-requiring protein–1), PEK-1 (PERK kinase homologue PEK-1) sowie ATF-6 [335–
337]. IRE-1 weist sowohl eine Kinase- als auch eine Endonuklease-Domäne auf [338, 339]. 
Letztere wird durch ER-Stress aktiviert, wodurch von der xbp-1 (X-box Binding Protein 
homolog 1)-mRNA (messenger RNA) ein Intron durch Splicing entfernt wird und so die für 
den Transkriptionsfaktor XBP-1 kodierende mRNA entsteht [335, 340]. XBP-1 induziert die 
Bildung von Chaperonen sowie ERAD-Bestandteilen, welche die Faltung oder Degradation 
im ER fördern [335]. Eine Störung dieses IRE-1/XBP-1-Signalweges zusammen mit einer 
Mutation im ATF-6- oder PEK-1-Signalweg wirkt tödlich bei den Larven [336]. Zu den 
Zielgenen von xbp-1 zähen u.a. auch die Chaperone hsp-3 und hsp-4 [339, 341, 342]. 
Daneben führt ER-Stress in C. elegans auch zu einer erhöhten Phosphorylierung des 
Translationsinitiationsfaktors eIF2α durch PEK-1 [343], wodurch generell die Translation 
abnimmt [26, 337]. Gleichzeitig nimmt jedoch die Bildung des Transkriptionsfaktors ATF-5 
zu, der homolog zu ATF4 ist, und bei der Regulation der Stressantwort von C. elegans eine 
wichtige Rolle spielt [344, 345].  Des Weiteren wird durch die Akkumulation von ungefalteten 
Proteinen ATF-6 aktiviert [342]. Nach der Prozessierung durch die S2-Protease gelangt 
dieser Transkriptionsfaktor in den Nukleus, um die Expression von UPR-Genen zu aktivieren 
[342, 346]. Durch den Knockdown von UPRER- bzw. UPRmt-relevanten Genen kam es zu 
einer Verkürzung der Überlebenszeit der Nematoden, was auch nach der Behandlung der 
Würmer mit Glucose beobachtet wurde [314]. Auch wurde beim funktionellen Fehlen von 
Genen wie xbp-1 oder hsp-6 der lebensverkürzende Effekt von Glucose verhindert [314]. 
Des Weiteren löste Hyperglykämie durch die erhöhte Expression von CHOP ER-Stress aus 
[347]. So spielt die Hyperglykämie-bedingte Störung der ER-Homöostase auch bei Diabetes 
mellitus durch die Beeinflussung von pathogenen Mechanismen und deren Folgen, wie z.B. 
β-Zellverlust, eine wichtige Rolle [347, 348].  
 
1.4.3.2 Das Ubiquitin-Proteasom-System  
Das im Cytoplasma und Nukleus eukaryotischer Zellen vorkommende Proteasom gilt auch in 
C. elegans als ein wichtiger Bestandteil der Proteostase [349–352]. Durch die Ähnlichkeiten 
in der Struktur und im Abbauprozess mit dem humanen UPS eignen sich die Nematoden zur 
näheren Untersuchung der proteolytischen Mechanismen auf molekularer Ebene [351, 353]. 
So beginnt in C. elegans die Degradation von Proteinen über das 26S-Proteasom auch mit 




Nematoden ebenfalls mit der Adenylierung und der Übertragung des Ubiquitinmoleküls auf 
das E1-Enyzm, welches in den Nematoden lediglich durch uba-1 (UBA (human ubiquitin) 
related 1) kodiert wird [354]. Für Ubiquitin hingegen gibt es in C. elegans zwei Loci, die als 
ubq-1 und ubq-2 abgekürzt werden, wobei der für die vorliegende Arbeit relevante ubq-1-
Locus für ein Polypeptid kodiert, das posttranslational durch Hydrolasen in einzelne 
Ubiquitin-Peptide gespalten wird [351, 353]. Im zweiten Reaktionsschritt der Ubiquitinierung 
erfolgt die Anknüpfung des aktivierten Ubiquitinmoleküls an das Ubiquitin-konjugierende 
Enzym E2, für das 22 homologe Gene in C. elegans existieren und als ubc (ubiquitin 
conjugating enzyme) abgekürzt werden [353]. Diese weisen zur Aufnahme von Ubiquitin 
neben einem UBC (ubiquitin-conjugating catalytic fold)-Motiv auch einen katalytischen 
Cystein-Rest auf [354]. Wie bei Menschen sind bei den Nematoden auch Hunderte von E3-
Enzymen bzw. Ubiquitin-Ligasen vorhanden, deren Funktion, wie der Name auch verrät, 
darin besteht, das Ubiquitinmolekül mit dem Zielsubstrat zu verknüpfen  [351, 353, 354]. In 
C. elegans ist nur ein E4-Enzym, ufd-2 (ubiquitin fusion degradation (yeast UFD homolog) 2), 
nachzuweisen, das zur Verlängerung der Ubiquitinketten dient, wobei auch hier K48-
verknüpfte Proteine hauptsächlich über das Proteasom abgebaut werden [354]. Die 
gegenteilige Reaktion, die Deubiquitinierung, wird in den Nematoden wie in den Menschen 
durch DUBs katalysiert, die durch die Entfernung der Ubiquitinmoleküle den Eintritt der 
Substrate ins Proteasom ermöglichen [351, 354]. Das 26S-Proteasom besteht in C. elegans 
ebenfalls aus der zylinderförmigen 20S- und den beiden 19S-Untereinheiten, die beide 
Enden des katalytischen Kerns bedecken [351]. Aufgebaut ist das 20S-Proteasom aus zwei 
α- und β-Ringen mit je sieben Untereinheiten [351, 355]. Diese bestehen jeweils zum einen 
aus den proteasome alpha subunits (pas-1-pas-7), die für die sieben α-Untereinheiten 
kodieren, und zum anderen aus den proteasome beta subunits (pbs-1-pbs-7), die Orthologe 
zu den humanen β-Untereinheiten darstellen [355]. Wie in Säugetierzellen bilden die α-
Untereinheiten das Tor zum 20S-Kern, während die für die Proteolyse verantwortlichen β-
Untereinheiten ebenfalls eine Caspase-ähnliche (β1), Trypsin-ähnliche (β2) sowie eine 
Chymotrypsin-ähnliche (β5) Aktivität besitzen [351]. Weiterhin gilt auch das 19S 
regulatorische Partikel als eine Gemeinsamkeit von Säugetieren und Würmern. So besteht 
dieser Komplex aus der Basis und dem Deckel, und ist für die Erkennung, Deubiquitinierung 
sowie Translokation der Proteinsubstrate verantwortlich [48, 351]. Zur Regulation der 
Proteasomaktivität spielt die 19S-Untereinheit in den Nematoden auch eine wichtige Rolle 
[351]. Beispielsweise führt eine Überexpression von rpn-6, einem Bestandteil des Deckel-
Komplexes, in C. elegans zu einer erhöhten proteasomalen Aktivität und einer Verlängerung 
der Lebensspanne unter mildem Hitzestress bei 25 °C [351, 356]. Da das Proteasom selbst 
aus Proteinen besteht, gilt es auch als einer der Angriffspunkte unter hyperglykämischen 




Blutglucosekozentrationen aufgrund der vermehrten Bildung von AGEs zu strukturellen 
Veränderungen der Bestandteile des UPS kommen, was mit Funktionseinbußen des 
Proteasoms einhergeht [208].  
 
1.4.3.3 Das Aggresom  
In einem Diabetes-Rattenmodell konnte gezeigt werden, dass es durch Hyperglykämie 
insbesondere in β-Zellen zur Bildung von Aggresomen aus ubiquitinierten Proteinen kommt 
[357]. Weiterhin führten hohe Glucosekonzentrationen in vitro neben einer Senkung der 
Proteasomaktivität auch zu Glykogen-haltigen Aggresom-ähnlichen Strukturen [358]. Bislang 
liegen kaum Studien zur Bedeutung von Aggresomen in C. elegans vor. Allerdings existieren 
zu den in Kap. 1.1.3 beschriebenen, an der Bildung und Elimination beteiligten Proteinen, 
homologe Gene im Genom der Nematoden. Hierzu zählen u.a. dnc-1 (dynactin complex 
component 1), sqst-1 (sequestosome related 1)  sowie ubql-1 (ubiquilin 1) [57, 359–361].  
 
1.4.3.4 Autophagie in C. elegans 
Hauptsächlich stammen die Erkenntnisse über die an der Autophagie beteiligten Gene aus 
Studien an S. cerevisae, wobei zahlreiche Orthologe auch in Eukaryoten wie Säugetierzellen 
und in C. elegans entdeckt wurden [362]. Durch den Einsatz von transgenen Stämmen, die 
Fusionsproteine mit GFP exprimieren, ermöglicht der transparente Körper von C. elegans 
insbesondere die Untersuchung der Makroautophagie mit fluoreszenzoptischen Methoden 
[363]. Demnach gilt das autophagosomale Protein LGG-1 (LC3, GABARAP and GATE-16 
family), das homolog zu Atg8/LC3 ist, als einer der beliebtesten Autophagie-Marker in den 
Nematoden [128, 362, 364, 365]. Eine Depletion von LGG-1 oder BEC-1 (beclin (human 
autophagy) homolog 1), einem Ortholog zu Atg6/Vps30/Beclin1, das für die Bildung von 
Autophagosomen benötigt wird, führt zur Sterilität und Letalität schon während der 
Entwicklung der Nematoden [314, 364, 366]. Auch resultiert das Fehlen von BEC-1 in den 
Neuronen von C. elegans in einer erhöhten Akkumulation von toxischen Proteinaggregaten 
[362]. Hauptsächlich wird die Autophagie neben AMPK auch durch die Kinase TOR reguliert, 
die in C. elegans durch das Gen let-363 kodiert wird [362, 367]. Bei fehlender LET-363/TOR-
Aktivität arretieren die Nematoden in der Dauer-Phase, wobei ein Knockdown zu einer 
Verlängerung der Lebensspanne und einer verstärkten Autophagie führt [362, 367]. 
Weiterhin werden während der Entwicklung der Nematoden die paternalen Mitochondrien 
durch Autophagosomen eliminiert [364]. Festzustellen ist, dass Autophagie in C. elegans bei 
der Elimination von toxischen Proteinaggregaten oder bei der Beeinflussung der Entwicklung 




Mitochondrien durch Autophagosomen nicht nur bei der Entwicklung der Nematoden, 
sondern auch unter Stressbedingungen wichtig ist [364], wird im Folgenden die Mitophagie 
näher vorgestellt.   
 
1.4.3.5 Mitophagie in C. elegans 
C. elegans weist auch für die Mitophagie-relevanten Gene Homologe auf. Demnach zeigen 
Wildtyp-Nematoden eine altersbedingte Akkumulation von Mitochondrien, die auch bei 
altersbedingten humanen Erkrankungen vorkommt [368]. Wie bereits beschrieben (Kap. 
1.1.5) kann auch die Mitophagie in C. elegans hauptsächlich in zwei Gruppen eingeteilt 
werden [162, 369]. Beispielsweise stellt DCT-1 (DAF-16/FOXO Controlled, germline Tumour 
affecting-1) in C. elegans das Homolog zu den Mitophagie-Rezeptoren BNIP3 bzw. 
BNIP3L/NIX in Säugetierzellen dar und verlängert als Schlüsselmediator der Mitophagie 
unter Stressbedingungen die Lebensspanne [163]. Die Expression von dct-1 wird teilweise 
durch den Transkriptionsfaktor DAF-16 kontrolliert, der durch eine verminderte Aktivierung 
des Insulin/IGF-1-Signalweges induziert wird und auch zur Auslösung von Mitophagie dient 
[368]. Weiterhin interagiert DCT-1 in C. elegans mit LGG-1, dem Homolog zu Atg8/LC3, und 
beeinflusst auch in den Würmern die Rezeptor-vermittelte Mitophagie  [162]. Neben DAF-16 
ist an der Expression von DCT-1 auch SKN-1 (skinhead 1) beteiligt, was ein Homolog zu 
Nrf2 (nuclear factor (erythroid-derived 2)-related factor) darstellt und bei oxidativem Stress, 
der u.a. durch geschädigte Mitochondrien entsteht, aktiviert wird [365, 368]. Im Gegensatz 
dazu spielen in C. elegans die glb (globin related) bzw. die Globine bei einem Knockdown 
von Frataxin, einem Regulator der Eisen-Schwefel-Cluster-Biogenese und der Atmungskette, 
bei der Induktion der Mitophagie eine wichtige Rolle [370].  
Die Elimination der Mitochondrien wird in Abwesenheit der ubiquitär vorkommenden Kinase 
PINK-1 (PINK (PTEN-induced kinase) homolog) und des Homologs zu Parkin, PDR-1 
(Parkinson's disease related), verhindert [162, 371]. Im Gegensatz dazu bewirkt ein 
reduziertes Membranpotential die Akkumulation von PINK-1 an der 
Mitochondrienaußenmembran, wodurch die Mitophagie ausgelöst wird [372]. Daneben 
besitzt C. elegans weitere für die Dynamik bzw. die Fusion der Mitochondrien relevante 
Gene, wie z.B. die Dynamin-ähnlichen GTPasen FZO-1 (FZO (Fzo mitochondrial fusion 
protein related)) oder EAT-3 (eating: abnormal pharyngeal pumping), die ortholog zu Mfn1/2 
bzw. OPA1 sind und die Fusion der äußeren bzw. inneren Mitochondrienmembran steuern 
[373]. EAT-3-Mutanten zeigen eine verminderte pharyngeale Pumprate, was zu einer 
reduzierten Nahrungsaufnahme bzw. zu einer geringeren Körpergröße und -masse im 
Vergleich zu den Wildtyp-Würmern führt [374]. Bei der Stress-induzierten Mitophagie in den 




wichtige Rolle, wobei der Knockdown von FIS-1 (S. cerevisiae FIS1-related) die korrekte 
Elimination von geschädigten Mitochondrien beeinträchtigt [375]. Demnach sind sowohl die 
Fusions- als auch die Fissionsproteine, fzo-1, eat-3 und drp-1, an der Entfernung von 






Die durchschnittliche Lebenserwartung der Menschen nimmt weltweit zu. Dies führt 
gleichzeitig zu einem Anstieg von altersbedingten neurodegenerativen oder metabolischen 
Gesundheitsstörungen, wie z.B. Morbus Alzheimer, Parkinson oder Diabetes mellitus. Eine 
Gemeinsamkeit von altersbedingten Erkrankungen ist u.a. eine Störung des Proteostase-
Netzwerkes, das aus verschiedenen Mechanismen besteht, die zur Elimination von falsch 
gefalteten Proteinen dienen. Bei Diabetes mellitus scheint die Störung der Proteostase 
unmittelbar durch die erhöhte Blutglucosekonzentration verursacht zu sein, die 
beispielsweise zur Bildung von AGEs führt. In der mev-1-Mutante des Modellorganismus 
C. elegans konnte gezeigt werden, dass das pflanzliche Polyphenol Quercetin in der Lage 
ist, über die Aktivierung des Proteasoms die durch Glucose verursachte Verkürzung der 
Überlebenszeit zu verhindern.  
In der vorliegenden Arbeit wurde die Bedeutung des Aggresoms als potentielle Zielstruktur 
von Quercetin bezüglich protektiver Wirkungen unter glucotoxischen Bedingungen 
untersucht. Das Aggresom stellt einen wichtigen Bestandteil der Proteostase dar und wird 
durch die Akkumulation von fehlgefalteten Proteinen gebildet. Zunächst sollte die Bedeutung 
Aggresom-relevanter Gene (dnc-1, sqst-1, ubql-1) für die Überlebenszeit von mev-1 nach 
der 48-stündigen Inkubation mit 10 mM Glucose in An- und Abwesenheit von 1 µM Quercetin 
bei 37 °C analysiert werden. Von Interesse für die vorliegende Arbeit waren ebenso mögliche 
Interaktionen zwischen dem Aggresom und den weiteren Bestandteilen des Proteostase-
Netzwerkes, der UPRER, dem UPS und insbesondere der Mitophagie. Für die 
fluoreszenzmikroskopische Untersuchung der ER-Aktivität in Abhängigkeit von Aggresom-
relevanten Genen wurde der transgene C. elegans-Stamm SJ4005xTK22 (hsp-4p::gfp) 
verwendet. Des Weiteren erfolgte in mev-1 die Analyse der Proteasomaktivität nach dem 
Knockdown von dnc-1, sqst-1 sowie ubql-1 und der Inkubation der Nematoden mit Glucose 
in An- bzw. Abwesenheit von Quercetin. Daneben ermöglichte die Analyse der 
Proteinaggregation nicht nur die Bedeutung der Aggresom-relevanten Gene für die Bildung 
von Aggresomen, sondern auch den Einfluss von Glucose und Quercetin auf diesen Prozess 
zu erkennen. Mittels des transgenen Stammes BC12921 (sqst-1::gfp) konnte die SQST-1-
Menge in Autophagosomen und in Verbindung mit der Quantifizierung von Lysosomen der 
autophagosomale Proteinabbau bestimmt werden. Die Bedeutung der Mitophagie-relevanten 
Gene dct-1, glb-1, pdr-1, pgam-5, pink-1 sowie eat-3, fzo-1 (Fusion), drp-1 und fis-1 (Fission) 





Sämtliche Nematoden- und Bakterienstämme, sowie Geräte, Verbrauchsmaterialien und 
Chemikalien, die in der vorliegenden Arbeit eingesetzt wurden, sind in Kap. 9 (Appendix) mit 
Angabe des Herstellers und der Artikelnummer aufgelistet. Daneben ist dort auch die 
Zusammensetzung der selbst hergestellten Lösungen und Puffer tabellarisch angegeben. 
 
3.1 Kultivierung von C. elegans 
Kultiviert wurde jeder C. elegans-Stamm auf Nematode Growth Medium (NGM)-Agarplatten 
(Tabelle 9.34), die mit E. coli OP50 (Tabelle 9.2) als Nahrungsquelle ausgestrichen waren. 
Zur Verhinderung des Verhungerns der Nematoden wurden sie regelmäßig auf neue Platten 
mit frischer E. coli OP50-Schicht überführt. Wenn der E. coli OP50-Rasen fast abgefressen 
bzw. aufgebraucht war und sich die Würmer an einer Stelle der Agarplatte sammelten, 
wurden die Würmer auf neue Platten mit E. coli transferiert. Hierfür diente unter sterilen 
Bedingungen ein ausgeglühtes und abgekühltes Skalpell, mit dem ein Stück des mit 
Nematoden bewachsenen Agars kopfüber auf eine neue NGM-Agarplatte transferiert wurde. 
Bei 20 °C fand die Lagerung der mit Nematoden besetzten NGM-Agarplatten und somit die 
Kultivierung von C. elegans statt.  
 
3.1.1 Herstellung von NGM-Agarplatten 
Wie der NGM-Agar hergestellt wurde, ist der Tabelle 9.34 zu entnehmen. Nach dem 
Autoklavieren kam es zum Abkühlen der Lösung auf 60 °C im Wasserbad (Tabelle 9.5). 
Anschließend wurden vom flüssigen Agar jeweils ca. 20 ml unter sterilen Bedingungen in 
Petrischalen mit 9,2 cm Durchmesser gegossen und getrocknet. Die Lagerung der NGM-
Agarplatten erfolgte bei Raumtemperatur. Für die Kultivierung von C. elegans wurden diese 
nach dem Aushärten des Agars, unter sterilen Bedingungen mit E. coli OP50-Bakterien 
ausgestrichen. Hierfür waren für eine NGM-Agarplatte 600 µl einer aufkonzentrierten E. coli 
OP50-Tageskultur nötig. Nach dem Trocknen konnten die NGM-Agarplatten direkt zum 
Transferieren von Würmern verwendet werden. Auch die Lagerung von NGM-Agarplatten mit 






3.1.2 Herstellung der E. coli OP50 Kultur 
Durchgeführt wurden alle Schritte zur Herstellung von E. coli OP50-Kulturen unter sterilen 
Bedingungen. Bei OP50 handelt es sich um einen Uracil-auxotrophen E. coli-Stamm, dessen 
Überwucherung durch die gezielte Gabe von Uracil verhindert werden kann, wodurch die 
Beobachtung sowie die Paarung der Nematoden erleichtert werden [377]. Bezogen wurde er 
vom Caenorhabditis Genetics Center (CGC, University of Minnesota, St. Paul, USA). Zu 
Beginn der Kultivierung wurden die aus den Glycerin-Kulturen der Stammsammlung 
gewonnenen E. coli-Bakterien auf 2x YT-Agarplatten (Tabelle 9.32) nach dem „Drei-
Ausstrich-Prinzip“ ausgestrichen und bei 37 °C über Nacht inkubiert. Am nächsten Tag 
wurden 3 ml 2x YT-Medium (Tabelle 9.33) mit einer einzelnen Bakterienkolonie beimpft, 
woraufhin die Übernacht-Inkubation auf einem Schüttelinkubator bei 37 °C und 300 rpm 
erfolgte. Für die Herstellung der Tageskultur wurden am nächsten Morgen 200 ml 2x YT-
Medium mit 500 µl der Übernachtkultur versetzt und auf einem Schüttelinkubator erneut bei 
37 °C bzw. 300 rpm für 6-8 h inkubiert. Nach der sechsstündigen Inkubation fand die 
fünfminütige Zentrifugation der Tageskultur bei 5100 x g statt, nachdem sie in 4 x 50 ml 
Zentrifugenröhrchen aufgeteilt wurde. Anschließend wurde der Überstand entfernt und die 
Bakterienpellets wurden in je 5 ml 2x YT-Medium resuspendiert. Bei 4 °C und maximal für 
sieben Tage konnte die aufkonzentrierte Tageskultur gelagert werden.  
Damit die E. coli-Bakterien für längere Zeit bei -80 °C lagerfähig waren, wurden die Glycerin-
Kulturen unter sterilen Bedingungen aus 800 μl Übernachtkultur und 200 μl Glycerin (Tabelle 
9.6) hergestellt.  
 
3.1.3 Synchronisation von C. elegans 
Zur Erlangung von alterssynchronen Nematoden wurde unter sterilen Bedingungen eine 
sogenannte „egg preparation“ (EggPrep) durchgeführt und so eine Population von L1-Larven 
gewonnen. Je nach Wurmstamm kam es für die Synchronisation von C. elegans zum 
Einsatz von vier bis sechs dicht mit C. elegans bewachsenen NGM-Agarplatten.  
Begonnen wurde damit, dass die Nematoden mittels M9-Puffer (Tabelle 9.12) und einer 
Glaspasteurpipette von den NGM-Agarplatten in ein 15 ml-Zentrifugenröhrchen überführt 
wurden, woraufhin drei Zentrifugationsschritte folgten. Dieses mehrmalige Waschen führte 
u.a. zur Entfernung von Bakterien und bereits geschlüpfter Larven. Am Ende der dritten 
Zentrifugation wurde der Überstand mithilfe einer Vakuumpumpe bis auf 3,5 ml 
abgenommen und 1,5 ml Bleichlösung (Tabelle 9.8) hinzugegeben. Daraufhin wurde bis zum 
Aufbrechen der Kutikula der Würmer kräftig geschüttelt, um die Eier der adulten Nematoden 




als 6 min dauerte, da sonst die Eier beschädigt werden konnten. So kam es nach dem 
Auffüllen des Zentrifugenröhrchens mit M9-Puffer zur zweiminütigen Zentrifugation bei 
2800 x g. Dieser Waschschritt wurde noch zweimal wiederholt, wobei im Anschluss an die 
dritte Zentrifugation der Überstand auf 0,1 ml abgesaugt und das Zentrifugenröhrchen mit 
10 ml M9-Puffer aufgefüllt wurde. Auch erfolgte die Zugabe von Cholesterol (Tabelle 9.7), 
dessen Fehlen zu Wachstumsstörungen führt [378], im Verhältnis 1:1000. Die Übernacht-
Inkubation des Zentrifugenröhrchens bei 25 rpm und 20 °C sollte das Schlüpfen der Larven 
fördern. Am nächsten Tag wurden die synchronisierten L1-Larven zweimal bei 1200 x g für 
2 min zentrifugiert und nach dem Absaugen des Überstandes mikroskopisch untersucht. 
Hierbei war das Ziel, die Konzentration der Nematodensuspension (gegebenenfalls mit M9-
Puffer) auf 10-15 Würmer pro 10 µl Suspension einzustellen.    
 
3.1.4 Kultivierung der synchronisierten Nematoden in NGM-Flüssigmedium 
Zur Kultivierung von synchronisierten L1-Würmern diente ein NGM-Flüssigmedium (Tabelle 
9.35) mit E. coli-OP50-Bakterien als Nahrungsquelle. Zunächst wurde die optische Dichte 
(OD600) der mikrobiellen Lösung auf 1 eingestellt, die einer optimalen Bakterienkonzentration 
entsprach. Die Zentrifugation der hierfür berechneten Menge erfolgte für 5 min bei 5100 x g. 
Nach der Entfernung des Überstandes wurde das Pellet in 5 ml NGM resuspendiert und 
gevortext. Für einfache Versuchsansätze reichten 96-well-Mikrotiterplatten aus. Deren 
Vertiefungen wurden pro Gruppe mit jeweils 10 µl Larven sowie mit 44 µl  bzw. 46 µl NGM-
OP50-Gemisch bestückt. Als Evaporationsschutz dienten die mit jeweils 100 µl bidest. H2O 
gefüllten äußeren wells. Große Versuchsansätze hingegen, die für die Gewinnung von 
Proteinen nötig waren, erforderten das zehnfache Volumen pro well in mindestens drei 24-
well-Mikrotiterplatten pro Behandlungsgruppe. Bei 20 °C und 150 rpm erfolgte die 
lichtgeschützte Inkubation zunächst bis zum Erreichen des jung-adulten Stadiums der 
Würmer.  
 
3.1.5 Einfrieren von C. elegans 
Zum Einfrieren wurden die L1- und L2-Larven mit dem Einfrierpuffer A (Tabelle 9.9) und dem 
Einfrierpuffer B (Tabelle 9.10), der noch zusätzlich 30 % Glycerin enthielt, im gleichen 
Verhältnis, von NGM-Agarplatten heruntergewaschen. Anschließend erfolgte das Überführen 
der Nematoden in Isopropanol-Freezing-Behälter, um ein langsames Herunterkühlen der 
Würmer (1 °C/min) zu gewährleisten. Die Würmer konnten so bei -80 °C aufbewahrt werden. 




3.2 Inkubation von C. elegans mit den Effektoren Glucose und 
Quercetin 
Ab dem Erreichen des jung-adulten Stadiums erfolgte die Inkubation der Nematoden mit den 
zu testenden Effektoren Glucose und Quercetin. Hierfür wurde zunächst die bei -20 °C 
gelagerte 10 µM Quercetin-Arbeitslösung (Tabelle 9.7) auf Raumtemperatur gebracht. In 
dieser Zeit kam es zur Herstellung der Glucose-Stamm- und der Arbeitslösung (100 mM), die 
aufgrund der Gefahr von Kontaminationen für jeden Versuch frisch angesetzt werden 
mussten. Zur Kontrolle dienten die Lösungsmittel der jeweiligen Effektoren. So ergaben sich 
je nach Experiment folgende Gruppen: eine Kontroll-, Glucose- sowie eine 
Glucose/Quercetin-Gruppe. Aufgrund der hydrophoben Eigenschaft des eingesetzten 
Polyphenols, wurde eine Arbeitslösung mit Ethanol-Tween®20 (Tabelle 9.11) verwendet. 
Das Auftragen der Effektoren erfolgte so, dass die zehnfach konzentrierten Arbeitslösungen 
im well einer 1:10-Verdünnung unterlagen. Der 48-stündigen Inkubation bei 20 °C und 
150 rpm folgten zwei Waschschritte vor den jeweiligen Messungen. Hierfür wurden die 
Würmer aus den Mikrotiterplatten in 15 ml-Zentrifugenröhrchen pipettiert und mit M9-
Tween®20 (Tabelle 9.13) gewaschen, um fettlösliche, unerwünschte Bestandteile oder auch 
Larven, Bakterien oder Effektoren zu entfernen. 
 
3.3 RNA-Interferenz in C. elegans 
1998 wurde die Methode der RNA Interferenz (RNAi) erstmals durch Andrew Fire und sein 
Team am Tiermodell C. elegans entdeckt [379]. Hierbei kommt es durch das Einführen von 
doppelsträngiger RNA (dsRNA) zur verminderten Expression spezifischer Gene [379, 380]. 
So findet durch den Abbau von endogener mRNA, die homolog zu einem Strang der dsRNA 
ist, die Nachahmung einer loss-of-function-mutation des Zielgens statt [278]. Im Rahmen 
dieser Arbeit wurde die Fütterungsmethode verwendet [381]. Die Verfütterung der dsRNA 
erfolgte über E.coli-Bakterien des Stammes HT115 (DE3) (Tabelle 9.2), die aufgrund der 
RNaseIII-Defizienz dsRNA-Moleküle nicht abbauen können [382]. In diese Mikroorganismen 
erfolgte die Transformation des sogenannten feeding vector L4440 (Tabelle 9.40) [278, 380]. 
Dieser Vektor kodiert für eine Ampicillin-Resistenz und enthält einen Teil eines C. elegans-
Gens, das zwischen zwei entgegengesetzten T7-Promotorsequenzen kloniert wurde [278, 
383]. Die Induktion der T7-Promotoren erfolgt durch Isopropyl-β-D-thiogalactopyranosid 
(IPTG) (Tabelle 9.6), was zur Synthese der in HT115 einklonierten T7-Polymerase führt [278, 
383]. Diese bewirkt die Bildung der dsRNA, von der ein Strang komplementär zur mRNA des 
entsprechenden C. elegans-Gens ist [278, 384]. Im ersten Schritt der RNAi wird die dsRNA 




prozessiert (Abbildung 3.1). Hierbei entstehen Fragmente aus ungefähr 22 Nukleotiden, die 
als short interfering RNA (siRNA)-Duplices bezeichnet werden [383, 385, 386]. Diese tragen 
am 3‘-Ende einen Dinukleotid-Überhang, wobei das 5‘-Ende aus einem Monophosphat-




















Abbildung 3.1 Schematische Darstellung der RNA-Interferenz 
Ago2: Argonauten-Protein 2, dsRNA: double-stranded RNA, RISC: RNA-induced silencing complex, 
mRNA: messenger RNA, siRNA: short interfering RNA, TRBP: the human immunodeficiency 





Weiterhin wird siRNA mittels Hsp90 auf ein Protein aus der Argonauten (Ago)-Familie, 
genauer Ago2, überführt, das zusammen mit Dicer und dem RNA-bindenden Protein TRBP 
(the human immunodeficiency transactivating response RNA-binding protein) den RNA-
induced silencing complex loading complex (RISC-loading complex) bildet (Abbildung 3.1) 
[384, 387, 388]. Hier findet auch die Entwindung durch die RNA-Helikase statt, wodurch 
unter ATP-Verbrauch zwei Einzelstränge (single-stranded RNA, ssRNA), ein guide Strand 
und ein passenger Strand entstehen [389]. Das weniger stabile 5‘-Ende des guide Strangs 
(auch bekannt als antisense oder Leitstrang) bleibt an RISC gebunden [389–391]. Erst durch 
die Dissoziation des siRNA-Strangs bzw. den Abbau des passenger (sense) Strangs 
entsteht der aktive RISC-Komplex [391, 392]. Hierbei stellt das katalytische Zentrum des 
RISC-Komplexes Ago2 dar [393] und führt die Degradation des passenger Strangs mit 
seiner Endonuklease-Aktivität durch (Abbildung 3.1) [392, 394, 395]. Diese Eigenschaft ist 
letztendlich für den Abbau der Ziel-mRNA (slicing) verantwortlich, die durch komplementäre 
Basenpaarung an den Leitstrang der siRNA gebunden ist [396–398].  
Zur Umsetzung der obigen Mechanismen in die Praxis wurden zunächst RNAi-Bakterien 
ausgestrichen, was die Herstellung von Übernachtkulturen ermöglichte. Unter sterilen 
Bedingungen erfolgte das Ausstreichen von Bakterien aus den Glycerin-Kulturen der 
Stammsammlung auf 2x YT-Agarplatten mit Ampicillin [100 μg/ml] und Tetrazyklin [25 mg/ml] 
(Tabelle 9.6) nach dem „Drei-Ausstrich-Prinzip“. Inkubiert wurden die 2x YT-Agarplatten über 
Nacht bei 37 °C. Ab dem nächsten Morgen waren die Bakterien bei 4 °C für ca. vier Wochen 
lagerfähig. Für die Herstellung einer Übernachtkultur wurden 3 ml 2x YT-Medium mit 
Ampicillin [100 µg/ml] sowie einer einzelnen Bakterien-Kolonie versetzt und über Nacht bei 
37 °C und 300 rpm auf einem Schüttelinkubator inkubiert. Am nächsten Tag fand unter 
sterilen Bedingungen erneut die Herstellung der Tageskultur statt, die aus 4 ml 2x YT-
Medium, 4 µl Ampicillin (Tabelle 9.7) und 400 µl der jeweiligen Übernachtkultur bestand. Zur 
Induktion der dsRNA wurden noch 4 µl einer 1 M IPTG-Lösung (Tabelle 9.7) hinzugefügt. Im 
Anschluss an die vierstündige Inkubation bei 37 °C und 300 rpm auf dem Schüttelinkubator 
wurde 1 ml der Tageskultur zentrifugiert. Nach dem Entfernen des Überstands erfolgte das 
Resuspendieren des Pellets in 500 µl NGM mit Kanamycin [25 µg/ml] (Tabelle 9.7), was 
bakterielle Kontaminationen verhindern sollte. Zur Sicherstellung, dass der OD600-Wert der 
NGM-Bakteriensuspension bei 1 lag, fand die photometrische Messung der 
Bakterienkonzentration und gegebenenfalls die Verdünnung mit NGM statt. Als Kontrolle für 
die RNAi-Experimente der vorliegenden Arbeit diente der E. coli-Stamm HT115 mit leerem 
L4440-Vektor [380]. Für Doppel-RNAi-Versuche wurden die jeweiligen NGM-Bakterien-
Suspensionen im entsprechenden Verhältnis vor dem Versuchsansatz gemischt. Um bei 




können, wurden die Einzel-RNAis mit der Vektor-Kontrolle 1:2 verdünnt. Der Tabelle 9.3 sind 
alle RNAi-Klone zu entnehmen, die in der vorliegenden Arbeit verwendet wurden. 
 
3.4 Bestimmung der Hitzestress-Resistenz 
Zur Ermittlung der Überlebenszeit von C. elegans unter Hitzestress wurden die Nematoden 
zunächst mit M9-Tween®20 am Stereomikroskop mithilfe einer Kaltlichtquelle vereinzelt, 
indem sie zuerst mithilfe einer Glaspasteurpipette aus den Zentrifugenröhrchen in ein 
Glasschälchen pipettiert und dann in eine 384-well-Mikrotiterlatte überführt wurden. Deren 
Vertiefungen waren mit jeweils 6,5 µl M9-Tween®20-Puffer (Tabelle 9.13) bestückt. In ein 
well wurde stets ein adulter Nematode mit einem Volumen von 1 µl pipettiert. Zusätzlich kam 
es zur Zugabe von 7,5 µl einer mit M9-Tween®20 verdünnten sowie bei jedem Versuch 
frisch hergestellten SYTOX®-Green-Arbeitslösung (2 µM) (Tabelle 9.7). Hierbei handelt es 
sich um einen Farbstoff, der die Membran toter Zellen durchdringt und danach mit der DNA 
interkaliert und fluoresziert [399, 400]. Die Bestimmung der Emission bei 538 nm nach 
Anregung bei 485 nm ermöglicht so die Ermittlung des individuellen Todeszeitpunktes [399]. 
Den finalen Schritt der Vorbereitung der Mikrotiterplatte bildete der Verschluss mit einer 
Selbstklebefolie und einem Deckel zum Schutz vor Evaporation. Schließlich wurde der 
Versuch in einem Fluoroskan Ascent FL Fluorometer (Tabelle 9.5) vollzogen, bei dem es alle 
30 min über einen Zeitraum von 16 h zur Messung der Lebensspanne der einzelnen Würmer 
kam. Ausgewertet wurde der Versuch mit Graphpad Prism 5.0 (Tabelle 9.41). Diese 
Software ermöglichte die graphische Darstellung der Fluoreszenzintensität zu verschiedenen 
Messzeitpunkten. Die Ermittlung der Lebensspanne unter Hitzestress-Bedingungen erfolgte 
durch die optische Analyse der Überlebenskurve für jeden einzelnen Nematoden. Hierbei 
wurde die Zeit, die 1 h über der Basisfluoreszenz lag, als Todeszeitpunkt festgelegt 
(Abbildung 3.2). Die abgelesenen Werte dienten sowohl zur Erstellung von Kaplan-Meier-




















Abbildung 3.2 Typischer Verlauf der Fluoreszenz unter Hitzestress-Bedingungen 
Zur Bestimmung des Todeszeitpunkts, der zur Erstellung einer Überlebenskurve dient, wird zu dem 
Zeitpunkt des Anstiegs der Basisfluoreszenz 1 h addiert.  
 
3.5 Fluoreszenzmikroskopie 
3.5.1 Expressionsanalyse mit GFP-Reportergenen 
Ziel der Fluoreszenzmikroskopie war in der vorliegenden Arbeit, den Einfluss von Aggresom-
relevanten Genen (dnc-1, sqst-1 und ubql-1) auf die UPRER in C. elegans zu ermitteln. Wie 
bereits erwähnt (Kap. 1.4.3.1), wird die UPRER durch den Anstieg von falsch gefalteten 
Proteinen aktiviert und führt zu ER-Stress [401]. Dieser löst die Transkription des hsp-4-
Gens aus, was sich dementsprechend zur Analyse der UPRER-Aktivität gut eignet [401, 402]. 
Zur Untersuchung der hsp-4-Expression diente der transgene Stamm SJ4005 (Genotyp 
(Genotyp zcIs4 [hsp-4p::gfp] V), der mit dem Wurmstamm TK22 (Genotyp mev-1 (kn1)) 
gekreuzt wurde (Tabelle 9.1) [256, 403, 404]. Hierbei ist hinter dem Promotor des Zielgens 
(hsp-4) ein Gen geschaltet, das für ein grün fluoreszierendes Protein (GFP) kodiert. Bei GFP 
handelt es sich um ein Fluoreszenzprotein, das von Shimomura et al. entdeckt wurde [405]. 
Es stammt aus der Qualle Aequorea victoria und absorbiert blaues Licht bei 470 nm und 
emittiert grünes Licht bei 509 nm [406]. Begonnen wurde mit dem zweimaligen Waschen der 
Nematoden mit M9-Tween®20, was die Entfernung von Larven oder unerwünschten 
Schmutzpartikeln gewährleisten und somit das Mikroskopieren erleichtern sollte. Daraufhin 
wurden die 15 ml-Zentrifugenröhrchen mit Alufolien umwickelt, um das Fluoreszenzprotein 
vor Licht zu schützen. Zur Betäubung der Nematoden diente eine 2 mM Levamisol-Lösung 
(Tabelle 9.15) (Verhältnis 1:2,5). Nach einer zehnminütigen Inkubation wurden 35 µl der 
Nematodensuspension auf einen Objektträger pipettiert und mit einem Deckglas fixiert. 
Schließlich erfolgte die fluoreszenzmikroskopische Analyse der GFP-Expression mit dem 
digitalen Fluoreszenzmikroskop AMG EVOS fl Color (Tabelle 9.5) bei 100-facher 
























Vergrößerung. Innerhalb der Detektionsbereiche 470 ± 22 nm (Exzitation) und 525 ± 50 nm 
(Emission) bzw. unter Verwendung des EVOS LED Light Cube GFP wurden mindestens 20 
Würmer pro Versuchsgruppe fotografiert.   
 
3.5.2 Untersuchung der Autophagie in C. elegans 
Zur Untersuchung der Autophagie in C. elegans diente der BC12921-Stamm (Tabelle 9.1), 
der das Transgen sqst-1::gfp trägt. Hier ist das GFP-kodierende Gen (Reportergen) mit dem 
Promotor des zu untersuchenden Gens (sqst-1) fusioniert. Bei einer hohen Autophagie-
Aktivität wird SQST-1::GFP vermehrt durch Autophagosomen abgebaut, was zu einer 
verminderten Fluoreszenzaktivität führt [361, 407–409]. Neben Aggresom-relevanten Genen 
(dnc-1, sqst-1 und ubql-1) wurden auch Mitophagie-relevante Gene (dct-1, drp-1, eat-3, fis-1, 
fzo-1, glb-1, pdr-1, pgam-5 und pink-1) mithilfe der RNAi-Methode inhibiert und der Einfluss 
dieser Gene auf die Autophagie-Aktivität untersucht. Hierfür wurden die Nematoden zweimal 
mit M9-Tween®20-Puffer gewaschen und mit 2 mM Levamisol anästhesiert. Die Analyse der 
GFP-Fluoreszenz erfolgte erneut mit dem digitalen Fluoreszenzmikroskop. Mithilfe des 
EVOS LED Light Cube RFP wurden innerhalb der Detektionsbereiche 531 ± 40 nm 
(Exzitation) und 593 ± 40 nm (Emission) bei 100-facher Vergrößerung mindestens 20 
Nematoden pro Behandlungsgruppe fotografisch festgehalten. 
 
3.5.3 Quantifizierung von Lysosomen mit LysoTracker® Red 
Die fluoreszenzmikroskopische Untersuchung der Lysosomenbildung in C. elegans erfolgte 
mit dem Fluoreszenzfarbstoff LysoTracker® Red DND-99 (Tabelle 9.6). Nach der Aufnahme 
in die Lysosomen wird der hydrophobe Farbstoff aufgrund des sauren pH-Wertes dieser 
Organellen protoniert und akkumuliert dort, was die spezifische Anfärbung und 
Quantifizierung von Lysosomen ermöglicht [410]. Hierfür wurden die sich im jung-adulten 
Stadium befindenden Nematoden mit der 20 µM LysoTracker® Red-Arbeitslösung, die mit 
M9-Tween®20 aus der LysoTracker® Red-Stammlösung (Tabelle 9.7) hergestellt wurde, für 
48 h unter lichtgeschützten Bedingungen inkubiert. Daraufhin folgten zwei Waschschritte mit 
M9-Tween®20. Damit die Würmer den Fluoreszenzfarbstoff aus dem Darm ausscheiden 
konnten, kam es zu einer einstündigen Inkubation im Dunkeln auf NGM-Agarplatten mit 
E. coli OP50-Bakterien. Danach wurden die Nematoden wieder unter denselben 
Bedingungen gewaschen und mit 2 mM Levamisol betäubt. Erneut fand die Detektion der 
Fluoreszenz mit dem digitalen Fluoreszenzmikroskop AMG EVOS fl Color statt. Mittels 




bei 593 ± 40 nm bestimmt, wobei erneut bei 100-facher Vergrößerung mindestens 20 
Nematoden pro Behandlungsgruppe fotografiert wurden. 
 
3.5.4 Bestimmung reaktiver Sauerstoffspezies in Mitochondrien mit 
MitoTracker® Red CM-H2XRos 
Bei MitoTracker® Red CM-H2XRos (Tabelle 9.6) handelt es sich um einen 
Fluoreszenzfarbstoff, der in Mitochondrien akkumuliert und nach Oxidation durch ROS 
fluoresziert [410, 411]. Während das Anregungsmaximum von CM-H2XRos bei 579 nm liegt, 
weist der Fluoreszenzfarbstoff ein Emissionsmaximum bei 599 nm auf [411]. Für die Analyse 
der mitochondrialen ROS-Produktion diente der EVOS® LED Light Cube RFP zur Anregung 
bei 531 ± 40 nm (Exzitation) und Messung der Emission bei 593 ± 40 nm. 
Für die Durchführung des Experiments wurde eine 300 µM Stammlösung des bereits 
erwähnten Farbstoffs (Tabelle 9.7) in DMSO (Dimethylsulfoxid) (Tabelle 9.6) angesetzt, 
woraufhin die Herstellung einer 5 µM Arbeitslösung mit M9-Puffer erfolgte. Diese wurde im 
jung-adulten Stadium zu den Nematoden hinzugegeben und lag in der Plattenvertiefung 
aufgrund der 1:10-Verdünnung in einer Endkonzentration von 0,5 µM vor. Am Ende der 48-
stündigen Inkubation fand nach dem Waschen der Würmer und der Zugabe von 2 mM 
Levamisol (Kap. 3.5.1) die Untersuchung der mitochondrialen ROS-Produktion mithilfe des 
Fluoreszenzmikroskops statt. Pro Versuchsgruppe wurden wieder mindestens 20 Bilder 
erstellt.  
 
3.5.5 Auswertung der Fluoreszenz 
Die Quantifizierung der Fluoreszenz-Experimente erfolgte mithilfe der Software ImageJ, mit 
der die Bilder der Nematoden in separate 8-Bit-Graustufenbilder getrennt wurden. Je nach 
Reportergen diente entweder der grüne (GFP) oder der rote Farbkanal (RFP) zur 
quantitativen Auswertung der fluoreszenzmikroskopischen Daten. Zunächst wurde der 
untere Grenzwert so eingestellt, dass die Pixel des Nematoden eingeschlossen waren, 
wobei die Hintergrundfluoreszenz so gering wie möglich gehalten wurde. So wurde aus den 
ausgewählten Pixeln für jeden Wurm die integrierte Dichte als Maß für die 
Fluoreszenzintensität erfasst. Im Gegensatz zu den anderen Fluoreszenzmikroskopie-
Experimenten der vorliegenden Arbeit wurde für die Untersuchung der Autophagie-Aktivität 
nur der Kopf eines Nematoden bis zum terminalen Bulbus ohne weitere Bestandteile mit 




Die ermittelten Werte wurden mit der Software GraphPad Prism 5 (Tabelle 9.41) mittels 
verschiedener Tests (ungepaarter t-Test bei zwei Behandlungsgruppen, ANOVA bei mehr 
als zwei Behandlungsgruppen) auf statistisch signifikante Unterschiede zwischen den 
Versuchsgruppen geprüft und die Auswertung grafisch dargestellt. 
 
3.6 Biochemische Methoden 
3.6.1 Proteinextraktion 
Durchgeführt wurde die Proteinextraktion von C. elegans mit dem Precellys 24-Dual 
Homogenisator (Tabelle 9.5). Wie in Kap. 3.1.4 beschrieben, wurden pro 
Behandlungsgruppe mindestens drei 24-well-Mikrotiterplatten pro Behandlungsgruppe mit 
dem zehnfachen Volumen an Nematodensuspension, NGM-RNAi-Lösung und den 
Effektoren bestückt. Nach 48-stündiger Inkubation jung-adulter Würmer mit Effektoren 
erfolgte das zweimalige Waschen mit M9-Puffer. Nach dem Entfernen des Überstands, kam 
es zur Zugabe von Wurm-Lysepuffer (Tabelle 9.25), dessen Volumen äquivalent zu dem des 
Pellets war. Um die Kutikula der Nematoden aufzubrechen und die Proteinextraktion zu 
fördern, fand die Inkubation der sich im Lysepuffer bzw. in 2 ml Precellys 
Schraubdeckelgefäß befindenden Nematoden bei -80 °C für mindestens 24 h statt. Während 
der eigentlichen Proteinextraktion sollten die Nematoden auf Eis gelagert werden, damit die 
Proteine vor einer Denaturierung geschützt waren. Für die Freisetzung der Proteine aus den 
Zellen erfolgte die Zugabe von 600 mg Precellys Keramikkügelchen (Tabelle 9.4) in das 
entsprechende Schraubdeckelgefäß. Die Homogenisierung fand im Precellys 24-Dual 
Homogenisator für zweimal 20 sec bei 6500 rpm mit 30 sec Pause statt. Direkt danach 
erfolgte die 20-minütige Zentrifugation des Homogenats bei 4 °C und 2000 rpm. Der 
Überstand mit den Proteinen wurde in ein 2 ml Reaktionsgefäß pipettiert und konnte 
entweder direkt für weitere Experimente verwendet oder bis zur nächsten Verwendung bei 
-20 °C eingefroren werden. Wichtig war es bei späteren Analysen, die Proteine auf Eis 
aufzutauen und auch im Rahmen der Versuche stets kühl zu lagern.  
 
3.6.2 Photometrische Bestimmung der Proteinkonzentration nach der 
Methode von Bradford 
Zur Bestimmung von Proteinkonzentrationen in Lösungen dient der Bradford-Assay [412]. 
Ermöglicht wird die Messung durch den Einsatz des Farbstoffs Coomassie® Brillant Blau 
G-250 (Tabelle 9.6). Dieser weist je nach pH-Gehalt unterschiedliche Farben auf [413]. Nach 




sauren Milieu von 465 nm nach 595 nm [412]. Somit entsteht aus der roten, kationischen 
Form je nach Proteingehalt eine blaue, anionische Verbindung [413]. Die Verschiebung des 
Absorptionsmaximums wird photometrisch ermittelt und korreliert mit dem Proteingehalt der 
relevanten Proben. 
Zur Messung der Proteinkonzentration wurden zunächst sogenannte Standardlösungen mit 
bovinem Serumalbumin (BSA) (Tabelle 9.6) und Wurm-Lysepuffer (Tabelle 9.25) hergestellt. 
Die Standardreihe bestand aus den BSA-Konzentrationen 0 μg/ml, 50 μg/ml, 100 μg/ml, 
250 μg/ml, 500 μg/ml und 1000 μg/ml. So wurden zu 25 µl Standard je 975 µl H2O gegeben. 
Von den Proteinproben wurden auch jeweils 25 µl entnommen und mit 975 µl bidest. H2O 
versetzt. Nach Zugabe von 250 µl Bradford-Reagenz (Tabelle 9.6) wurden die 
Reaktionsgefäße vorsichtig geschüttelt.  
Die Inkubationszeit betrug mindestens 10 min. Im Anschluss daran erfolgte die Messung der 
Absorption mittels Photometer (Tabelle 9.5) bei 595 nm. Mithilfe der Standards wurde 
anhand deren Extinktion eine Standardgerade erstellt. Die Detektion der 
Proteinkonzentrationen in den Wurmproben fand nach ihrer 1:10-Verdünnung mit bidest. 
H2O und anhand der Standardgerade in Doppelbestimmung statt.  
 
3.6.3 Analyse von polyubiquitinierten Proteinen 
Zur Bestimmung von K48- und K63-verknüpften Polyubiquitinketten in C. elegans diente die 
Western-Blot-Methode. Nach Extraktion und Homogenisierung (Kap. 3.6.1) der Proteine 
wurden sie mittels SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) entsprechend ihrem 
Molekulargewicht aufgetrennt. Des Weiteren ermöglichte der Semi-Dry-Blot den 
Elektrotransfer auf eine Polyvinylidenfluorid (PVDF)-Membran. Auf der Membran fand die 
Detektion von polyubiquitinierten Proteinen und β-Aktin mithilfe spezifischer Antikörper statt. 
Auf einem Horizontalschüttler (Tabelle 9.5) erfolgten die unterschiedlichen Wasch- und 
Inkubationsschritte bei Raumtemperatur. 
 
3.6.3.1 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese  
Für die Auftrennung der Proteine nach ihrem Molekulargewicht mittels SDS-Polyacrylamid-
Gelelektrophorese (SDS-PAGE) in dem Elektrophorese Komplettsystem Mini Protean 3 Cell 
(Tabelle 9.5) fand zunächst die Denaturierung der einzusetzenden Proteine nach der 
Methode von Laemmli (1970) statt [414]. Hierfür wurden zwei 8,5 %ige Trenngele (Tabelle 




Ubiquitinierungsart diente. Die Polyacrylamidgele wurden mit je 150 µl 2-Methyl-1-Propanol 
überschichtet, um den Kontakt mit Sauerstoff zu verhindern. 
Tabelle 3.1 Zusammensetzung der 8,5 %igen Trenngele 
Chemikalie  Menge 
1,5 M Tris-HCl (pH 8,8) 
10 % SDS (w/v) 
30 % Acrylamidlösung 
bidest. H2O 









Nach der durch Ammoniumpersulfat (APS) und N,N,N’N‘-Tetramethylethylendiamin 
(TEMED) (Tabelle 9.6) katalysierten Polymerisationsreaktion des Trenngels, wurde das 
2-Methyl-1-Propanol (Tabelle 9.6) entfernt und ein 5 %iges Sammelgel (Tabelle 3.2) 
aufgegossen. Zuletzt wurde für die Bildung von Taschen noch vorsichtig ein Kamm 
luftblasenfrei eingesetzt, bevor auch das Sammelgel polymerisierte.  
 
Tabelle 3.2 Zusammensetzung der 5 %igen Sammelgele 
Chemikalie  Menge 
0,5 M Tris-HCl (pH 6,8) 
10 % SDS (w/v) 
30 % Acrylamidlösung 
bidest. H2O 












Am Ende der zweistündigen Polymerisation des Sammelgels wurde der Kamm 
herausgezogen. Anschließend wurden jeweils 30 µg der Proteine mit dem doppelten 
Volumen an dreifachkonzentriertem Lämmli-Puffer (Tabelle 9.16) für 15 min bei 55 °C auf 
einem Thermoschüttler bei 400 rpm inkubiert. Beginnend mit dem Molekulargewicht-
Standard im Bereich von 43 bis 200 kDa (Precision Plus Protein™ Dual Color Standards) 
(Tabelle 9.6) erfolgte das Pipettieren der denaturierten Proteine in die jeweiligen Taschen. 
Durchgeführt wurde die Elektrophorese bei 200 V für 45 min. 
 
3.6.3.2 Western Blot 
Nach der Auftrennung der Proteine durch die SDS-PAGE wurden sie mithilfe eines Semi-
Dry-Blotters auf eine PVDF-Membran (Tabelle 9.4) elektrotransferiert. Zur Aktivierung der 
Membran diente eine Inkubation in Methanol (100 %) (Tabelle 9.6) für 1 min, wobei der 
nächste Schritt darin bestand, die Membran für 15 min in Blotpuffer nach Towbin zu legen 
(Tabelle 9.17). Die Kathode befand sich am Boden des Semi-Dry-Blotters (Tabelle 9.5) und 
die Anode im Deckel. Aufgebaut wurde ein Blot so, dass die Wanderung der Proteine von 
der Kathode zur Anode erfolgte [415]. Hierfür kam es zum Einsatz von sechs in Blotpuffer 
äquilibrierten Whatman-Papieren. So wurden drei Lagen Whatman-Papier luftblasenfrei 
ausgerollt, die mit dem Trenngel, der Membran und drei weiteren Lagen Whatman-Papier 
überschichtet wurden. Bei einer Stromstärke von 1 mA/cm2 Membranfläche fand der Blot in 
einem Semi-Dry-Blotter statt und lief 45 min. 
 
3.6.3.3 Ponceau S- und Coomassie-Färbung 
Zum Nachweis des Elektrotransfers wurde im Anschluss noch eine Ponceau S-Färbung  
durchgeführt. Ponceau S ist ein roter Azofarbstoff, der zur reversiblen Färbung der 
transferierten Proteine auf der Membran dient [416, 417]. Jede Membran wurde für 5 min bei 
Raumtemperatur in 1:10 verdünnter frischer Ponceau S-Lösung (Tabelle 9.22) geschwenkt. 
Waren Proteinbanden nach der kurzen Inkubation mit bidest. H2O zu sehen, so erfolgte die 
Entfärbung durch das mehrmalige Waschen der Membran mit bidest. H2O. Im Gegensatz zu 
Ponceau S dient der Triphenylmethan-Farbstoff Coomassie-Brillant-Blau zur Färbung bzw. 
Detektion von Proteinen im Gel [416]. Hierfür wurde Letzteres bei Raumtemperatur für 
45 min in die Coomassie-Färbelösung (Tabelle 9.23) gelegt, wobei die Proteine nach dem 




3.6.3.4 Immunodetektion von K48- und K63-verknüpften Polyubiquitinketten 
Am Ende des Elektro-Protein-Transfers und der Ponceau S- bzw. Coomassie-Färbung 
wurden die PVDF-Membranen zunächst 1 h bei Raumtemperatur in Blockpuffer (Tabelle 
9.21) auf einem Horizontalschüttler inkubiert. Dieser Schritt diente zur Sättigung von 
unspezifischen Bindungsstellen. Danach erfolgte die 16-stündige Inkubation bei 4 °C mit 
dem 1:2000 in Blockpuffer verdünnten primären Antikörper gegen Polyubiquitin (rabbit-anti-
ubiquitin, linkage-specific K48 bzw. mouse-anti-ubiquitin, linkage-specific K63) (Tabelle 
9.37). Durch das zweimalige Waschen in PBST-Puffer für jeweils 5 min auf einem 
Horizontalschüttler konnten nicht gebundene primäre Antikörper entfernt werden. Im 
nächsten Schritt kam es zur einstündigen Inkubation der Membranen mit dem 
Meerrettichperoxidase (horseradish peroxidase; HRP)-konjugierten sekundären Antikörper  
(mouse anti-rabbit IgG-HRP bzw. mouse anti-rabbit IgG-HRP) (Tabelle 9.37). Die Antikörper 
wurden vorher 1:2000 in Blockpuffer verdünnt. Das Waschen der Membran bzw. das 
Entfernen des Antikörpers erfolgte wieder durch den zweimaligen Einsatz von PBST-Puffer 
(Tabelle 9.19) bzw. den einmaligen Einsatz von PBS-Puffer (Tabelle 9.6) für jeweils 5 min 
bei Raumtemperatur.  
 
3.6.3.5 Chemilumineszenz-Reaktion 
Ermöglicht wird die Chemilumineszenz-Detektion durch die Aktivität der an den sekundären 
Antikörper konjugierten HRP. Zuständig ist dieses Enzym für die Katalyse der Oxidation von 
Luminol, einem gelblich bis grünlichen Farbstoff, der sich in der enhanced chemiluminescent 
(ECL)-Lösung (Tabelle 9.20) befindet [418]. Neben Luminol (Tabelle 9.6) sind an der von 
HRP katalysierten Reaktion auch Peroxide wie Wasserstoffperoxid (H2O2) (Tabelle 9.6) 
beteiligt [418]. Das aus dem Luminol-Radikal entstehende Luminolendoperoxid wird in 
3-Aminophthalat-Dianion umgewandelt, das für die Aussendung von Licht verantwortlich ist 
[419]. Durch die Photonenemission kommt es zur Schwarzfärbung auf dem Film und somit 
werden die Stellen, an denen sich K48- bzw. K63-verknüpfte Polyubiquitinketten befinden, 
sichtbar. Die Inkubation der Membran für die Chemilumineszenz-Reaktion erfolgte in frischer 
ECL-Lösung unter Lichtausschluss für 5 min bei Raumtemperatur. Nach der Inkubation 
wurde die eingeschweißte Membran als Lichtschutz in einer Filmkassette (Tabelle 9.5) 
platziert und ins dunkle Fotolabor gebracht, wobei die Belichtungszeit bei 2 min lag. Die 






Das sogenannte Strippen diente zur Entfernung der primären und sekundären Antikörper 
gegen Polyubiquitin von der jeweiligen Membran, um diese anschließend zur Detektion des 
Referenzproteins β-Aktin zu verwenden. Bei Raumtemperatur erfolgte die 45-minütige 
Inkubation der Membran in Strippuffer. Nach zweimaligem Waschen in PBST-Puffer für 
jeweils 5 min fand die Inkubation in Blockpuffer für 1 h bei Raumtemperatur statt.  
 
3.6.3.7 Immunodetektion von β-Aktin 
Nachgewiesen wurde β-Aktin in analoger Vorgehensweise wie der in oberen Abschnitten               
(Kap. 3.6.3.4) beschriebenen Detektion der polyubiquitinierten Proteine. Der einzige 
Unterschied bestand darin, dass die Inkubation der PVDF-Membran mit dem primären 
Antikörper (mouse-anti-actin, 1:400) (Tabelle 9.37) für 2 h bei Raumtemperatur stattfand. Mit 
dem sekundären Antikörper (goat anti-mouse IgG-HRP, 1:5000) (Tabelle 9.37) wurde die 
Membran für 1 h bei Raumtemperatur inkubiert. Die Expositionszeit des Filmes (Tabelle 9.4) 
betrug ca. 2 min.  
 
3.6.4 Messung der spezifischen Proteasomaktivität 
Die Messung der Chymotrypsin-ähnlichen Aktivität des 20S-Proteasoms beruht auf der 
proteolytischen Spaltung eines fluorogenen Farbstoffs 7-Amido-4-Methylcoumarin (AMC), 
der an ein Peptidsubstrat (N-Succinyl-Leu-Leu-Val-Tyr) gekoppelt ist [420]. Nach der 
Spaltung des Peptids wird das Fluorogen freigesetzt und danach Fluoreszenz generiert. Für 
die Ermittlung der spezifischen Proteasomaktivät, wurde das Proteasom spezifisch durch 
MG-132 (Tabelle 9.6) gehemmt. Durch die Differenzbildung der Proteasomaktivität in Ab- 
und Anwesenheit des Inhibitors konnte die Chymotrypsin-ähnliche Proteasomaktivität 
bestimmt werden. 
Zur Analyse der Fluoreszenz diente eine 96-well-Halbflächen-Mikrotiterplatte, bei der die 
Plattenvertiefungen zum Versuchsbeginn mit einer 3 %igen BSA-Lösung blockiert wurden. 
Hierfür reichte eine 30-minütige Wartezeit bei 37 °C aus. Nach dem Absaugen des in tris-
buffered saline (TBS) (Tabelle 9.26) gelösten BSA erfolgte das Pipettieren von 30 µl des 
Aktivitätspuffers sowie 20 µl der zu untersuchenden Proben. Weiterhin wurden die wells 
noch zusätzlich entweder mit 0,5 µl DMSO (Gesamtpeptidase-Aktivität) oder 0,5 µl MG-132 
(Gesamtpeptidase-Aktivität – Proteasomaktivität) bestückt. Als Nächstes fand eine 15-
minütige Inkubation im Dunkeln bei 150 rpm und 20 °C statt. Im Anschluss an die Wartezeit 




AMC) (Tabelle 9.6) zu jedem well. Unmittelbar danach wurde die Messung im Fluoroskan 
Ascent FL Fluorometer gestartet und der Anstieg der Fluoreszenz nach Anregung bei 
355 nm alle 10 min über einen Zeitraum von 190 min bei 460 nm ermittelt.   
Anhand der Fluoreszenzwerte, die zunächst auf mg Protein normalisiert wurden, wurde in 
GraphPad Prism 5 mittels linearer Regression der Anstieg der Fluoreszenz pro Zeiteinheit 
als Maß der spezifischen Enzymaktivität bestimmt. Schließlich wurde zum Erhalt der 
spezifischen Proteasomaktivität die Differenz der Enzymaktivitäten in Abwesenheit und 
Anwesenheit des Inhibitors MG-132 berechnet.  
 
3.6.5 Detektion aggregierter Proteine mit dem ProteoStat® Protein 
aggregation assay 
Zur Messung der Menge aggregierter Proteine in Lösung dient der ProteoStat® Protein 
aggregation assay (Tabelle 9.38). Hierbei handelt es sich um ein einfaches und sensitives 
Verfahren, mit dem die Messung von weniger als 1 % aggregierter Proteine in Lösung 
möglich ist. Das Anregungsmaximum des eingesetzten Fluoreszenzfarbstoffs liegt bei 
500 nm und das Emissionsmaximum bei 600 nm. 
Die durch Proteinextraktion gewonnenen Proteinlösungen (Kap. 3.6.1) wurden auf Eis 
aufgetaut. Nach der 1:10-Verdünnung des assay buffers (AB) mit bidest. H2O erfolgte auch 
die 1:5000-Verdünnung des ProteoStat® detection reagent mit einfachem AB in einem 
lichtgeschützten Reaktionsgefäß. Des Weiteren wurden auch die Proteinproben mit AB je 
nach ihrer Konzentration so verdünnt, dass Proteinkonzentrationen von 100 µg/ml 
entstanden. Für alle Proben wurden identische Proteinmengen eingesetzt. Die 
fluorometrische Messung der Proteinaggregate fand jeweils als Dreifachbestimmung in             
96-well-Halbflächen-Mikrotiterplatten statt. In die Plattenvertiefungen wurden 50 µl des 
verdünnten ProteoStat® detection reagent und 50 µl Proteinprobe oder AB (Leerwert) 
pipettiert. Direkt nach dem Pipettieren kam es zu einer 15-minütigen Inkubation der 
Mikrotiterplatte im Dunkeln bei 150 rpm und 20 °C. Gemessen wurde die Fluoreszenz nach 
dem Versiegeln der Mikrotiterplatte mit einem Verschlussfilm bei 646 nm nach Anregung bei 





3.7 Molekularbiologische Methoden 
3.7.1 Herstellung von RNAi-Klonen 
Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden die dnc-1 und sqst-1 RNAi-Klone durch 
Klonierung hergestellt, da sie in der RNAi-Bibliothek nicht vorhanden waren [421]. Den 
folgenden Abschnitten sind die hierfür angewandten Methoden zu entnehmen.  
 
3.7.2 Lyse der Nematoden 
Zunächst wurden die Wildtyp-Würmer von NGM-Agarplatten mithilfe einer Mischung aus 
Wurm-Lysepuffer (Tabelle 9.28) und der Proteinase K (Tabelle 9.7) einzeln in 0,2 ml-PCR-
Gefäße überführt. Diese Mischung ermöglichte mit den durch einen Thermocycler (Tabelle 
9.5) gewährleisteten notwendigen Temperaturen die Freisetzung der genomischen DNA aus 
den Nematoden. Die Lyse-Reaktion fand bei 60 °C innerhalb von 60 min statt. In den letzten 
15 min erfolgte die Inaktivierung der Proteinase K bei 90 °C, die für die Hemmung von 
DNasen verantwortlich ist, wodurch die Lyse beendet wurde.  
 
3.7.3 Polymerase-Kettenreaktion 
Die aus der Lyse eines Nematoden gewonnene genomische DNA konnte entweder bei 
-20° C eingefroren oder direkt weiterverwendet werden. Demnach wurden die für die 
Amplifikation notwendigen Substanzen in einem Mastermix vereint und dem sogenannten 
template, der genomischen DNA, hinzugegeben. Die Vervielfältigung der DNA im Rahmen 
der single worm PCR (SW-PCR) wird durch das hitzebeständige Enzym Taq-DNA-
Polymerase ermöglicht, das u.a. zweiwertige Magnesium-Ionen als Kofaktor und ein 
Oligonukleotid als Startermolekül (Primer) benötigt. Durchgeführt wurde die SW-PCR-
Reaktion mit dem KAPA2G Fast Hotstart PCR Kit (Tabelle 9.38). Diese Methode umfasst ca. 
30 Zyklen, die jeweils aus 3 Phasen, der Denaturierung, der Amplifikation und der Elongation 
bestehen (Tabelle 3.3). Als Erstes wurde bei 95 °C die doppelsträngige DNA durch 
Zerstörung der Wasserstoffbrückenbindungen in Einzelstränge zerlegt. Nach einer 
Abkühlung auf eine für den Primer spezifische Temperatur, die von seiner Länge sowie 
Zusammensetzung aus Purinen und Pyrimidinen abhängt, lagerte sich dieser an die 
entsprechenden, komplementären DNA-Abschnitte innerhalb des templates an 
(Primerhybridisierung). Für die Erzielung bester Resultate lag die Annealing-Temperatur 
ungefähr 5 °C unterhalb der Schmelztemperatur des Primers, bei der sich 50 % des Primers 




Zyklen, wie in einer Kettenreaktion, bei 72 °C in jedem Zyklus verdoppelt. Die PCR-Produkte 
konnten bis zum nächsten Gebrauch bei -20 °C für längere Zeit gelagert werden.  
Ein Reaktionsansatz von 25 μl war wie folgt zusammengesetzt: 
2 μl genomische DNA aus der Lyse 
5 μl KAPA2G Puffer [5x] 
0,5 μl KAPA2G dNTP Mix [40 mM] 
1,25 μl forward Primer [10 μM] 
1,25 μl reverse Primer [10 μM] 
0,1 μl KAPA2G Fast Hotstart Polymerase [5 U/μl] 
14,9 μl Diethylpyrocarbonat (DEPC)-H2O. 
Die Durchführung der PCR erfolgte in dem Thermocycler Veriti® 96 Well Thermal Cycler 
(Tabelle 9.5). Wie oben bereits erwähnt, wurde die Annealing-Temperatur für jedes Primer-
Paar neu bestimmt und entsprechend eingestellt.  
Tabelle 3.3 Phasen der PCR 
Phase Temperatur Zeit Zyklen 
Initiale Denaturierung 95 °C 2 min 1 
Denaturierung 95 °C 15 s  
Annealing 59 °C (für dnc-1) 





Elongation 72 °C 1 s  
 
3.7.4 Agarose-Gelelektrophorese 
Zur Überprüfung des Erfolgs der PCR diente eine Agarose-Gelelektrophorese. Hierbei 
handelt es sich um eine Methode, welche die Trennung von Gemischen aus DNA- oder 
RNA-Molekülen sowie Proteinen gemäß ihrem Molekulargewicht, ermöglicht [422]. 
Verantwortlich für die Gelbildung ist das aus Seetang gewonnene Polysaccharid Agarose 




die Zugabe eines speziellen DNA-bindenden Farbstoffs (hier: SYBR™ Safe DNA Gel Stain) 
(Tabelle 9.6), der die Visualisierung der zu untersuchenden Banden ermöglicht. Durch das 
Einsetzen von speziellen Kämmen entstehen Vertiefungen bzw. Taschen, in welche die 
Proben pipettiert werden können, die vorher noch mit einem bestimmten sechsfachen DNA-
Beladungspuffer (Tabelle 9.6) vermischt werden. Auch wurde eine Standard-DNA-Leiter 
(Gene Ruler™ 100 bp Plus DNA Ladder) (Tabelle 9.6) zur groben Größenbestimmung der 
amplifizierten DNA aufgetragen. Für die Auftrennung der DNA wurde das Gel mithilfe von 
Elektroden an eine Spannungsquelle angeschlossen und die Gelkammer mit dem Laufpuffer 
befüllt. Die Gelelektrophorese erfolgte 1 h bei 80 V. So wanderte die DNA aufgrund der 
negativen Ladung ihrer Phosphatgruppen von der Kathode (Minuspol) zur Anode (Pluspol). 
Am Ende der Gelelektrophorese fand die optische Detektion der DNA mithilfe eines 
Blaulicht-Transilluminators (Tabelle 9.5) statt, durch den der fluoreszierende Gelfarbstoff 
angeregt wurde. Die Dokumentation der Ergebnisse der Gelelektrophorese erfolgte mithilfe 
einer Kamera (Tabelle 9.5). Abbildung 3.3 zeigt exemplarisch die Banden nach einer DNA-







Abbildung 3.3 Agarose-Gelelektrophorese zur Überprüfung des Inserts 
links: DNA-Größenmarker 100bp Plus, rechts: dnc-1-PCR-Produkt (~ 500 bp). 
 
3.7.5 Ligation des PCR-Amplifikats in den pCR2.1-TOPO®Vektor 
Mit dem TOPO® TA Cloning® Kit (Tabelle 9.38) wird das Klonieren von PCR-Produkten 
durchgeführt, die durch die Taq-Polymerase amplifiziert wurden. Letztere bewirkt dank ihrer 
terminalen Transferase-Aktivität das Anhängen eines Adenin-Überhangs an jedes 3‘-Ende 
des PCR-Produkts [423]. Da der Klonierungsvektor, pCR2.1-TOPO®, einen Thymidin-
Überhang aufweist, kommt es zu einer komplementären Basenpaarung zwischen den 
Thymidin-Überhängen des TA-Vektors und den Adenin-Überhängen des PCR-Produkts. So 
wird durch Topoisomerase I die Insertion des DNA-Fragments in den Klonierungsvektor 
ermöglicht. Mit seiner Tyrosyl-Gruppe bindet das Enzym über eine kovalente Bindung an den 









dem TA-Vektor und der Topoisomerase I durch die 5‘-Hydroxylgruppe des PCR-Produkts 
angegriffen, woraufhin Letzteres in den Vektor ligiert und das Enzym freigesetzt wird [423].  
Zur Durchführung des TOPO-TA-Clonings wurden die folgenden Substanzen 
zusammengemischt und anschließend 5 min bei Raumtemperatur inkubiert:  
frisches PCR-Produkt  1 μl 
Salzlösung    1 μl 
bidest. H2O    3 μl 
pCR2.1-TOPO® Vektor®  1 μl [10 ng/µl]. 
Wenn das PCR-Produkt bei -20 °C gelagert wurde, erfolgte vor dem TOPO TA-Cloning®  
noch eine zusätzliche Endsynthese von 10 min bei 72 °C im Thermocycler. Nach dem TOPO 
TA-Cloning® konnte das Ligationsprodukt entweder direkt weiterverwendet oder bei -20 °C 
eingefroren werden.  
 
3.7.6 Transformation der Plasmid-DNA in E.coli NovaBlue Giga Singles™ 
Die bei der Ligation gewonnene Plasmid-DNA wurde in E. coli-Zellen, die NovaBlue Giga 
Singles™ (Tabelle 9.2), transformiert. Hierbei handelt es sich um chemisch-kompetente 
Mikroorganismen, deren Zellmembran durch Chemikalien permeabilisiert wurde. Für die 
Transformation erfolgte zunächst die fünfminütige Inkubation von 50 µl Bakterien mit 2 µl 
pCR2.1-TOPO® Vektor®. Anschließend wurde das Zell-Vektor-Gemisch für exakt 30 sec bei 
42 °C inkubiert. Diese Hitzeschockreaktion ermöglichte die Öffnung der Poren und somit die 
Aufnahme des Plasmids durch die Bakterienzellmembran. Zur Schließung der Poren fand 
noch eine zweiminütige Inkubation auf Eis statt. Nach der Zugabe von 250 µl super optimal 
broth (SOC)-Medium, das als bakterielles Nährmedium fungiert, wurde das Zell-Vektor-
Gemisch für eine Stunde bei 37 °C und 300 rpm inkubiert. Währenddessen erfolgte das 
Ausstreichen von 40 µl X-Gal (5-Brom-4-chlor-3-indolyl-ß-D-galaktosid) (Tabelle 9.7) 
[40 mg / ml] und 40 µl 100 mM IPTG (Tabelle 9.7) auf jeweils drei 2x YT-Agarplatten mit 
Ampicillin [50 µg/ml]. Diese wurden mit Parafilm® (Tabelle 9.4) verschlossen und bis zum 
Gebrauch bei 37 °C aufbewahrt. X-Gal und IPTG waren für die optische Erkennung der 
Bakterienkolonien mit der Plasmid-DNA im Rahmen des Blau-Weiß-Screenings essentiell 
[424]. Da der Klonierungsvektor, pCR2.1-TOPO® Vektor®, an der Insertionsstelle (multiple 
cloning site; mcs) das Gen für die β-Galactosidase (LacZ) trägt, kommt es nach erfolgreicher 
Insertion zu einer Zerstörung des LacZ-Gens und somit zu einer Inaktivierung der β-
Galactosidase. Demnach kann IPTG die Bildung der β-Galaktosidase nicht mehr induzieren 




Zucker X-Gal zu einem Substrat, woraus durch Dimerisierung und Oxidation ein blauer 
Indigofarbstoff (5,5'-Dibromo-4,4'-Dichloro-Indigo) entsteht [425]. Dies ermöglicht die 
optische Unterscheidung zwischen den weißen Bakterienkolonien, die das gewünschte 
C. elegans-DNA-Fragment enthalten, und den blauen, die es nicht aufweisen. Eine 
kontaminationsfreie Vermehrung der Mikroorganismen wurde durch die sich im Agar 
befindlichen Antibiotika gewährleistet. Die Aufbewahrung der vorgewärmten mit dem Zell-
Vektor-Gemisch versetzten Platten erfolgte bei 37 °C über Nacht im Inkubator. Am nächsten 
Tag fand die Selektion der weißen Kolonien statt, wobei der Erfolg der Transformation mit 
Insert-haltigen Plasmiden mithilfe von Gen-spezifischen Primern anhand einer PCR 
(Kap. 3.7.3) sowie einer anschließenden Agarose-Gelelektrophorese (Kap. 3.7.4) getestet 
wurde.  
 
3.7.7 Aufreinigung der Plasmid-DNA  
Die Extraktion der Plasmid-DNA aus den  NovaBlue Giga Singles™ erfolgte mit dem Plasmid 
Miniprep Kit I (Tabelle 9.38) nach den Angaben des Herstellers. Hierbei wurden 1,6 ml der 
jeweiligen Übernachtkultur (Kap. 3.3) in ein 2 ml-Reaktionsgefäß überführt und für 2 min bei 
14000 rpm zentrifugiert. Nach dem Verwerfen des Überstandes wurden 250 µl Solution I 
hinzugefügt und gevortext. Solution I enthält RNAse A, die zum Abbau von RNA-Molekülen 
und somit zum Schutz vor RNA-Kontaminationen führt. Als Nächstes kam es zur Zugabe von 
250 µl Solution II, wobei der Inhalt des Reaktionsgefäßes nicht gevortext, sondern nur durch 
vorsichtiges Invertieren gemischt wurde, bis sich ein klares Lysat bildete. Durch das 
Pipettieren von 350 µl Solution III fand die Neutralisierung der Lösung und die Fällung der 
Plasmid-DNA statt. So entstand ein weißes, flockiges Präzipitat, das bei 14000 rpm für 
10 min zentrifugiert wurde. Darauffolgend kam es zur Überführung des Überstandes in eine 
PerfectBind DNA Column, damit die DNA an die Silikamembran binden konnte. Nach einer 
kurzen Zentrifugation bei 14000 rpm für 1 min wurde die von der Säulenmatrix aufgefangene 
Plasmid-DNA mit zwei verschiedenen Lösungen, dem PW Plasmid-Puffer (500 µl) und dem 
DNA-Waschpuffer (750 µl), gewaschen. Die durch eine zweiminütige Zentrifugation erreichte 
Trocknung der Säulenmatrix stellte einen essentiellen Schritt bei der Aufreinigung dar. 
Anschließend wurde die DNA mit dem entsprechenden Elutionspuffer (50-100 µl) durch die 
Zentrifugation bei 7000 rpm für 1 min in einem 1,5 ml Reaktionsgefäß aufgefangen. Zuletzt 
erfolgte die photometrische Bestimmung der DNA-Konzentration sowie zur Verifizierung der 
Basenabfolge des Inserts die Abgabe der Probe zur Sequenzierung beim Sequenzierlabor 
des Interdisziplinären Forschungszentrums der Universität Gießen (dnc-1) bzw. bei 




Für die Aufreinigung von größeren Mengen an Plasmid-DNA wurde das QIAfilter Plasmid 
Midi Kit (Tabelle 9.38) nach Herstellerangaben verwendet.  
 
3.7.8 Doppelverdau mittels XhoI und HindIII 
Bei XhoI und HindIII handelt es sich um zwei Restriktionsendonukleasen 
(Restriktionsenzyme), die zum Schneiden des jeweiligen DNA-Fragments bzw. des Inserts  
aus dem pCR2.1-TOPO® Vektor® sowie zur Behandlung des leeren L4440-Vektors 
dienten. Folgende Substanzen wurden für einen 50 µl-Ansatz nach Herstellerangaben 
zusammengemischt:  
32,5 µl DEPC-/Nuklease-freies H2O 
5 µl 10x Buffer R  
2,5 µl Plasmid-DNA [0,5-1 µg/µl] 
5 µl XhoI 
5 µl HindIII. 
Nach einem kurzen, vorsichtigen Mischen erfolgte eine 4-stündige Inkubation bei 37 °C.  
 
3.7.9 Extraktion der DNA aus dem Agarosegel 
Mithilfe einer Agarose-Gelelektrophorese erfolgte die Auftrennung der verdauten DNA-
Fragmente (Kap. 3.7.4). Hierbei wurden zunächst 800 mg Agarose in 40 ml 1xTAE-Puffer 
gelöst und mit 4 µl SYBR™ Safe DNA Gel Stain versetzt. Nach dem Beladen der Taschen 
mit 50 µl Verdau-Ansatz, gemischt mit 10 µl Beladungsfarbstoff, erfolgte die einstündige 
Gelelektrophorese bei 80 V und 75 mA. Die Banden wurden mithilfe des 
Blaulichttransilluminators sichtbar gemacht, mithilfe eines Skalpells herausgeschnitten und in 
Reaktionsgefäße überführt. Daraufhin kam es zur Extraktion der DNA mit dem 
Gelextraktionskit (Tabelle 9.38) gemäß den Herstellerangaben. Durch das Wiegen der 
1,5 ml-Reaktionsgefäße mit und ohne Gel wurde das zu pipettierende Volumen an Binding 
Buffer bestimmt und pro 100 mg Gel 100 µl der Pufferlösung hinzugegeben. Danach fand 
eine siebenminütige Inkubation bei 60 °C im Wasserbad statt, wobei die Reaktionsgefäße 
alle 2 bis 3 min geschüttelt wurden, damit keine Gelstücke mehr vorhanden waren. Der Inhalt 
wurde auf eine Perfect Bind DNA Säule überführt und bei 14000 rpm für 2 min zentrifugiert. 
Dies ermöglichte die Bindung der DNA an die Säulenmatrix. Anschließend fanden drei 




Buffer sowie zweimal 750 µl CG Wash Buffer statt. Die Trocknung der Silikamembran spielte 
eine essentielle Rolle bei der Aufreinigung und wurde durch eine Zentrifugation bei 
14000 rpm für 2 min ohne die Zugabe eines jeglichen Lösungsmittels gewährleistet. Zur 
Elution der DNA erfolgte das Pipettieren von 30 µl Elution Buffer auf die Säulenmatrix und 
eine Zentrifugation bei 7000 rpm für 1 min. Die photometrische Bestimmung der DNA-
Konzentration stellte den letzten Schritt der DNA-Aufreinigung dar.  
 
3.7.10 Ligation des Inserts in den L4440-Vektor 
Das Verbinden des Inserts mit dem verdauten und aufgereinigten L4440-Vektor wurde durch 
die ATP-abhängige T4-DNA-Ligase katalysiert, die die 5‘-Phosphat- und 3‘-Hydroxyl-Enden 
doppelsträngiger DNA-Moleküle miteinander verknüpft [426]. Hierbei kam es zur Bildung 
eines ringförmigen Plasmids. Für einen 30 µl-Ansatz wurden die im Folgenden dargestellten 
Substanzen zusammengemischt und daraufhin bei 15 °C über Nacht inkubiert: 
15 µl DEPC-/Nuklease-freies H2O 
5 µl Insert-DNA [0,1 µg/µl] 
5 µl Vektor-DNA [0,5 µg/µl] 
2 µl T4-DNA-Ligase 









Abbildung 3.4 Ligation des sqst-1-Inserts in den L4440-Vektor 










Abbildung 3.5 Genkarte des dnc-1- bzw. sqst-1-RNAi-Plasmids 
Das Insert befindet sich zwischen zwei T7-Promotoren, die durch IPTG induzierbar sind.                
Modifiziert nach [427]. 
 
3.8 Statistische Auswertung 
Für jedes Experiment fand die Durchführung von mindestens drei voneinander 
unabhängigen Versuchen statt.  Zur statistischen Analyse diente die Software GraphPad 
Prism 5. Festgelegt wurden folgende Signifikanzniveaus: p < 0.05 (*), p < 0.01 (**), 
p < 0.001 (***). Die Darstellung der Ergebnisse zur Überlebenszeit unter Hitzestress in 
C. elegans erfolgte mittels Kaplan-Meier-Kurven, wobei zur Analyse der Mantel-Haenszel 
Logrank-Test diente. Die Ergebnisse der Expressionsanalyse mit GFP-Reportergenen, der 
Messung der Autophagie-Aktivität, der Quantifizierung von Lysosomen mit LysoTracker® 
Red, der mitochondrialen ROS-Produktion, der Messung der spezifischen Proteasomaktivität 
sowie der Messung  der Proteinaggregation wurden auf die Kontrolle normalisiert und als 
Balkendiagramme mit Mittelwert ± Standardabweichung (SD; engl. standard deviation) 
veranschaulicht. Die statistische Analyse fand mittels unpaarigem t-Test oder einfaktorieller 



























Die korrekte Elimination von geschädigten und falsch gefalteten Proteinen stellt einen 
essentiellen Bestandteil für die Funktionalität von Zellen und Organismen dar [6]. Hierbei 
spielt das Proteostase-Netzwerk eine wichtige Rolle [6]. Es besteht aus verschiedenen 
Mechanismen der Wiederherstellung der Funktionalität über Chaperone oder die UPR sowie 
der Elimination von gealterten Proteinen über das Aggresom, das Proteasom oder das 
Autophagosom (Kap. 1.1). Demnach geht eine Störung der Proteostase nicht nur mit einer 
erhöhten Akkumulation von falsch gefalteten Proteinen, sondern auch mit dem Altern oder 
verschiedenen neurodegenerativen sowie metabolischen Erkrankungen wie Diabetes 
mellitus einher [12]. Über die günstigen Effekte der Polyphenole auf die verschiedenen 
Bestandteile des Proteostase-Netzwerkes wurde bereits berichtet [256, 428]. So haben 
frühere Untersuchungen auch gezeigt, dass die 48-stündige Inkubation von C. elegans mit 
10 mM Glucose die Lebensspanne unter Hitzestress bei 37 °C verkürzt, wobei diese durch 
die gleichzeitige Gabe von 1 µM Quercetin kompensiert wurde [256]. Dies konnte auch in der 










Abbildung 4.1 Quercetin führt zur Prävention der Glucose-induzierten Verkürzung der 
Überlebenszeit von mev-1 unter Hitzestress bei 37 °C 
Die Verhinderung der Glucose-induzierten Abnahme der Hitzestress-Resistenz durch Quercetin nach 
48-stündiger Inkubation bei 37 °C konnte, wie von Fitzenberger et al. [256] publiziert, in der 
vorliegenden Arbeit bestätigt werden. ***p < 0.001 vs. Kontrolle 
 
Des Weiteren stellte sich heraus, dass für diesen Effekt des Quercetins die Aktivierung der 
UPR sowie des Proteasoms verantwortlich ist [256]. In der vorliegenden Arbeit diente der 
Stamm TK22 bzw. mev-1 zur Untersuchung des Aggresoms als eine Zielstruktur von 
Quercetin zur Prävention glucotoxischer Effekte. So wurden ausgewählte in funktionellem 
Zusammenhang mit dem Aggresom stehende Gene mithilfe der RNAi-Methode in ihrer 
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Expression reduziert, um deren Einfluss auf die Lebensspanne oder die Proteinaggregation 
zu ermitteln.  
 
4.1 Die Bedeutung von Aggresom-relevanten Genen für die 
Hitzestress-Resistenz von mev-1  
4.1.1 Die Verkürzung der Überlebenszeit unter RNAi von ubql-1 oder dnc-1 
wird durch Glucoseexposition in Ab- oder Anwesenheit von Quercetin 
nicht weiter beeinflusst 
Bei ubql-1 und dnc-1 handelt es sich um die Homologe der Säugetiergene ubqln1 und 
p150Glued/dctn1, die an der Bildung bzw. Elimination von Aggresomen beteiligt sind (Kap. 
1.1.3) [57, 429]. Mithilfe der RNAi-Methode wurden die beiden Gene einzeln inhibiert und die 
Hitzestress-Resistenz von mev-1 bei 37 °C nach 48-stündiger Inkubation bestimmt. Die 
Überlebensdauer der Würmer war nach dem Knockdown von ubql-1 (Abbildung 4.2) im 
Vergleich zur Kontrolle signifikant verkürzt. Auch kam es zu einer signifikanten Abnahme der 
Hitzestress-Resistenz von mev-1 in funktioneller Abwesenheit von dnc-1 (Abbildung 4.3). 
Unter RNAi der Aggresom-relevanten Gene ubql-1 oder dnc-1 hatte die Behandlung der 










Abbildung 4.2 Unter ubql-1 RNAi lebt mev-1 kürzer, wobei Quercetin die Lebensspanne nicht 
mehr verlängert 
Die Hitzestress-Resistenz der Nematoden ist nach dem Knockdown von ubql-1 bei 37 °C signifikant 
verringert. Unter ubql-1 RNAi wird die Überlebenszeit bei 37 °C durch die zusätzliche Gabe von 
Glucose in Ab- und Anwesenheit von Quercetin nicht verändert. *** p<0,001 vs. Kontrolle 
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Abbildung 4.3 Der Knockdown von dnc-1 mittels RNAi-Methode verringert die Hitzestress-
Resistenz von mev-1, worauf Quercetin jedoch keinen Einfluss hat 
Die Nematoden leben unter dnc-1 RNAi bei 37 °C kürzer. Nach Exposition gegenüber Glucose in Ab- 
und Anwesenheit von Quercetin bleibt die Überlebenszeit in funktioneller Abwesenheit von DNC-1 
unbeeinflusst. *** p<0,001 vs. Kontrolle 
 
4.1.2 Der Knockdown von sqst-1 hat keinen Einfluss auf die Überlebenszeit 
von mev-1 bei 37 °C 
Sqst-1 kodiert für das Homolog zu p62 in Säugetierzellen [364]. Da es als ein für die 
Aggresombildung relevantes Gen gilt (Kap. 1.1.3) [69], stand sqst-1 auch im Fokus der 
Untersuchungen im Rahmen der vorliegenden Arbeit. Unter sqst-1 RNAi wurden keine 
signifikanten Veränderungen bzgl. der Lebensspanne im Vergleich zur Kontrolle beobachtet. 
Auch führte die 48-stündige Inkubation mit Glucose in Ab- oder Anwesenheit von Quercetin 

















+ Glucose [10 mM]





























Abbildung 4.4 Unter sqst-1 RNAi ist die Lebensspanne von mev-1 im Vergleich zur Kontrolle 
nicht verändert 
Die Überlebenszeit von mev-1 bleibt sowohl nach dem Knockdown von sqst-1 als auch nach der 
48-stündigen Inkubation mit Glucose und Quercetin bei 37 °C im Vergleich zur Kontrollgruppe 
unverändert. *** p<0,001 vs. Kontrolle 
 
4.2 Der Einfluss von Aggresom-relevanten Genen auf die 
Proteinaggregation   
4.2.1 Das funktionelle Fehlen von ubql-1 und dnc-1 erhöht die 
Proteinaggregation und verhindert die Reduktion der Proteinaggregation 
durch Quercetin in Glucose-exponierten Nematoden 
Wie bereits erwähnt (Kap. 1.1.3.2), ist an der Bildung von Aggresomen neben verschiedenen 
Adaptorproteinen, wie z.B. ubql-1, auch der wichtige Bestandteil vom Dyneinmotorkomplex, 
dnc-1 beteiligt [57]. Da das Aggresom für die Elimination von fehlgefalteten bzw. 
aggregierten Proteinen verantwortlich ist [57], wurde erwartet, dass in Abwesenheit von 
ubql-1 oder dnc-1 die Proteinaggregation zunimmt (Abbildung 4.5). Tatsächlich führte das 
funktionelle Fehlen der beiden Aggresom-relevanten Gene zu einer deutlich erhöhten 
Proteinaggregation in den Nematoden (Abbildung 4.5). Nahezu identische Steigerungen der 
Proteinaggregation wurden durch die 48-stündige Inkubation der Nematoden mit Glucose 
erzielt, die jedoch durch die zusätzliche Applikation von Quercetin wieder auf den Wert der 
Kontrolle vermindert wurden. Nach dem Knockdown von ubql-1 und dnc-1 resultierte die 
Behandlung mit Glucose wiederum nicht in einer weiteren Erhöhung der Proteinaggregation. 
Die RNAi gegenüber ubql-1 und dnc-1 verhinderte auch die Senkung der Proteinaggregation 
in Glucose-exponierten mev-1-Nematoden durch Quercetin. 
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Abbildung 4.5 Unter ubql-1 RNAi und dnc-1 RNAi ist die Proteinaggregation in mev-1 im 
Vergleich zur Kontrolle signifikant erhöht 
Durch den Knockdown von ubql-1 und dnc-1 nimmt die Proteinaggregation im Vergleich zur Kontrolle 
zu, ebenso wie in der Glucose-exponierten Vektor-Kontrolle. Quercetin reduziert die 
Proteinaggregation in Glucose-exponierten mev-1-Nematoden nur in funktioneller Anwesenheit von 
ubql-1 und dnc-1.  *** p<0,001 vs. Kontrolle 
 
4.2.2 Unter sqst-1 RNAi bleibt die Proteinaggregation unverändert  
Da das Adaptorprotein sqst-1 an der Bildung von Aggresomen beteiligt ist (Kap. 1.1.3.2) [69], 
war auch hier die Hypothese, dass unter sqst-1 RNAi die Proteinaggregation in C. elegans 
zunimmt. Es zeigte sich jedoch, dass das funktionelle Fehlen von sqst-1 die 
Proteinaggregation im Vergleich zur Vektor-Kontrolle oder nach 48-stündiger Inkubation mit 







Abbildung 4.6 Unter sqst-1 RNAi wird die Proteinaggregation in mev-1  nicht beeinflusst 
Im Vergleich zur Kontrolle bleibt in Abwesenheit von SQST-1 die Proteinaggregation unverändert, 
wobei diese durch die 48-stündige Inkubation mit Glucose erhöht wird und bei zusätzlicher Gabe von 
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4.3 Der Einfluss von Aggresom-relevanten Genen auf die 
Chymotrypsin-ähnliche Proteasomaktivität  
4.3.1 Der Knockdown von ubql-1 und dnc-1 verringert die spezifische 
Proteasomaktivität  
Zur Ermittlung der Interaktion zwischen dem Proteasom und dem Aggresom fand die 
Untersuchung der Chymotrypsin-ähnlichen Proteasomaktivität nach dem Knockdown von  
ubql-1 und dnc-1 statt. Unter RNAi von ubql-1 und dnc-1 war die Chymotrypsin-ähnliche 
Aktivität des Proteasoms signifikant verringert (Abbildung 4.7). Durch die 48-stündige 
Inkubation von mev-1 mit 10 mM Glucose wurde die spezifische Proteasomaktivität in 
gleichem Ausmaß reduziert. Quercetin konnte die Proteasomaktivität in Glucose-exponierten 
mev-1-Nematoden wiederherstellen [256, 430], während dies unter ubql-1 oder dnc-1 RNAi 









Abbildung 4.7 Der Knockdown von ubql-1 und dnc-1 führt zu einer Abnahme der spezifischen 
Proteasomaktivität 
Nach dem Knockdown von ubql-1 und dnc-1 mittels RNAi-Methode ist die Chymotrypsin-ähnliche 
Proteasomaktivität in mev-1 im Vergleich zur Kontrolle vermindert, ebenso wie nach 48-stündiger 
Inkubation mit Glucose. Während Quercetin in der Glucose-behandelten Vektor-Kontrolle die 
Proteasomaktivität auf den Wert der Vektor-Kontrolle in Abwesenheit von Glucose anhebt, geschieht 
dies unter ubql-1 bzw. dnc-1 RNAi nicht mehr.  *** p<0,001 vs. Kontrolle 
 
4.3.2 Das Fehlen des Aggresom-relevanten Gens sqst-1 führt zu einer 
Erhöhung der spezifischen Proteasomaktivität  
Im Gegensatz zu den anderen beiden untersuchten Aggresom-relevanten Genen resultierte 
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Chymotrypsin-ähnlichen Proteasomaktivität. Dies könnte als eine kompensatorische 
Reaktion auf die erhöhte Proteinaggregation aufgrund der zu erwartenden Einschränkung 
des Aggresoms betrachtet werden (Abbildung 4.8). Der Knockdown von sqst-1 hatte jedoch 
keinen Einfluss auf die durch Glucose reduzierte Proteasomaktivität, die in Abwesenheit von 









Abbildung 4.8 Das Fehlen von sqst-1 resultiert in einer kompensatorischen Erhöhung der 
Chymotrypsin-ähnlichen Proteasomaktivität 
Unter sqst-1 RNAi ist die spezifische Proteasomaktivität in mev-1 signifikant erhöht. Jedoch wird in 
funktioneller Abwesenheit dieses Gens die durch Glucose erniedrigte und durch die gleichzeitige 
Gabe von Quercetin wieder erhöhte Proteasomaktivität nicht beeinflusst. *** p<0,001 vs. Kontrolle 
 
4.4 Der Einfluss von  Aggresom-relevanten Genen auf die UPR
ER
 
4.4.1 RNAi Aggresom-relevanter Gene führt zu gesteigertem ER-Stress 
Zur Bestimmung der UPRER-Aktivität in Abhängigkeit von Aggresom-relevanten Genen 
wurde die hsp-4-Expression unter RNAi von ubql-1, dnc-1 und sqst-1 
fluoreszenzmikroskopisch ermittelt. Hsp-4 ist ein Chaperon des ER, das bei gesteigertem 
Stress im ER vermehrt exprimiert wird [402, 431]. Wie vorherige Untersuchungen zeigten, 
kommt es nach 48-stündiger Inkubation mit 10 mM Glucose zu einer Erhöhung der hsp-4-
Expression, die durch 1 µM Quercetin nicht wieder gesenkt werden konnte [430]. Dies wurde 
zunächst in der vorliegenden Arbeit bestätigt (Abbildung 4.9). Auch unter RNAi der 
untersuchten Aggresom-relevanten Gene ubql-1, dnc-1 und sqst-1 kam es in dem 
C. elegans-Stamm SJ4005xTK22 (hsp-4p::gfp) zu einer signifikant erhöhten hsp-4-
Expression (Abbildung 4.9). Die in Abwesenheit dieser Gene erhöhte hsp-4-Expression 
wurde durch Glucose nicht weiter gesteigert, was dafür spricht, dass Glucose durch 
Hemmung dieser Aggresom-relevanten Gene ER-Stress verursacht. Da Quercetin weder 
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Anwesenheit die durch Glucose gesteigerte hsp-4-Expression senken konnte, ist davon 
auszugehen, dass hsp-4 kein Gen darstellt, über das Quercetin die Steigerung der 




























Vektor-Kontrolle + Glucose [10 mM] + Glucose/Quercetin [1 µM]









+ Glucose [10 mM]
+ Glucose/Quercetin [1 µM]
ubql-1 RNAi
+ Glucose [10 mM]
+ Glucose/Quercetin [1 µM]







































































+ Glucose [10 mM]




















































Abbildung 4.9 Unter RNAi der Aggresom-relevanten Gene ubql-1, dnc-1 und sqst-1 nimmt die 
hsp-4-Expression zu 
Durch den Knockdown von ubql-1 (A), dnc-1 (B) und sqst-1 (C) ist die relative GFP-Fluoreszenz in 
SJ4005xTK22 (hsp-4p::gfp) im Vergleich zur Kontrolle signifikant erhöht, wobei dieser Effekt durch 
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4.4.2 Die Rolle von hsp-4 bei der Aufrechterhaltung der Überlebenszeit in 
funktioneller Abwesenheit von sqst-1 
Da unter sqst-1 RNAi, trotz der Bedeutung von SQST-1 für die Aggresombildung [70], die 
Lebensspanne nicht beeinflusst wurde (Abbildung 4.4), die Expression von hsp-4 jedoch 
zunahm (Abbildung 4.9 C), wurde untersucht, ob dieses Hitzeschockprotein in Abwesenheit 
von SQST-1 die zu erwartende Einschränkung des Aggresoms kompensiert. Hierfür kam es 
zur Durchführung von Doppel-RNAi-Experimenten. Dass unter hsp-4 RNAi die 
Überlebenszeit der mev-1-Mutante nicht beeinflusst wird, wurde bereits gezeigt [430]. Unter 
Doppel-RNAi von sqst-1 und hsp-4 fand jedoch auch keine Verkürzung der Überlebenszeit 
bei 37 °C statt, was nicht für einen durch HSP-4 vermittelten Kompensationsmechanismus 
unter sqst-1 RNAi spricht (Abbildung 4.10). Dies zeigt, dass die Lebensspanne der 










Abbildung 4.10 Die Doppel-RNAi von sqst-1 und hsp-4 führt nicht zu einer Verkürzung der 
Überlebenszeit bei 37 °C 
Die Lebensspanne von mev-1 unter Hitzestress (37 °C) zeigt nach dem Knockdown von sqst-1 und 
hsp-4 keinen signifikanten Unterschied im Vergleich zur Kontrolle.  
 
4.4.3 Auch pek-1 ist kein Kompensationsfaktor einer sqst-1 RNAi        
Gebildet wird das Chaperon hsp-4 im Rahmen der IRE-1-XBP-1-Signalkaskade [404]. 
Demnach führt IRE1 durch das Spleißen der XBP1-mRNA zur Aktivierung der UPR [432]. 
Für die hormetischen Effekte unter Doppel-RNAi von ire-1 und xbp-1 in mev-1 wurde pek-1 
als verantwortlicher Faktor identifiziert [404]. So bewirkte pek-1 nach dem Knockdown von 
ire-1 und xbp-1 die Verlängerung der Lebensspanne der Nematoden über die Aktivierung der 




























spezifischen Proteasomaktivität [404]. Daher fand in der vorliegenden Arbeit die 
Untersuchung der Hitzestress-Resistenz nach dem Knockdown von sqst-1 und pek-1 statt. 
Jedoch konnte pek-1 auch nicht als Kompensationsfaktor für die nicht beeinflusste 
Lebensspanne in Abwesenheit von SQST-1 ermittelt werden (Abbildung 4.11), da auch die 
Doppel-RNAi von sqst-1 und pek-1 nicht zu einer Verkürzung der Überlebenszeit von mev-1 









Abbildung 4.11 Der Knockdown von sqst-1 und pek-1 hat keinen Einfluss auf die Hitzestress-
Resistenz von mev-1 
Unter RNAi von sqst-1 und pek-1 bleibt die Überlebenszeit von mev-1 bei 37 °C im Vergleich zur 
Kontrolle unverändert.  
 
4.5 Der Knockdown von sqst-1 aktiviert das Proteasom 
Wie in Kap. 4.4.3 beschrieben, wurde der Knockdown des für die UPRER wichtigen Gens 
pek-1 durch die Aktivierung des Proteasoms kompensiert [404]. Dementsprechend sollte hier 
untersucht werden, ob auch die sqst-1 RNAi zu einer solchen Aktivierung beiträgt und so 
erklärt werden kann, warum keine Verkürzung der Überlebenszeit in Abwesenheit von sqst-1 
stattfindet. Zur Hemmung des Proteasoms wurde eine ubq-1 RNAi durchgeführt [314]. In 
C. elegans wird Ubiquitin durch das ubq-1-Gen kodiert [314, 433]. Durch den gleichzeitigen 
Knockdown von sqst-1 und ubq-1 nahm die Hitzestress-Resistenz bei 37 °C im Vergleich zur 
Kontrolle signifikant ab (Abbildung 4.12 A). Des Weiteren kam es unter Doppel-RNAi von 
sqst-1 und ubq-1 auch zu einer Senkung der spezifischen Proteasomaktivität um 56 ± 12 %  
(Abbildung 4.12 B).  
 
 





































Abbildung 4.12 Die Effekte der Doppel-RNAi von sqst-1 und ubq-1 auf die spezifische 
Proteasomaktivität sowie die Hitzestress-Resistenz von mev-1 
Die Doppel-RNAi von sqst-1 und ubq-1 bewirkt die Abnahme der Hitzestress-Resistenz und der 
spezifischen Proteasomaktivität in mev-1. * p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001 vs. Kontrolle 
 
Es ist darauf zu hinzuweisen, dass bei Doppel-RNAi im Vergleich zur Einzel-RNAi nur die 
Hälfte der jeweiligen Bakterienkolonie eingesetzt wird (Kap. 3.3). Die alleinige RNAi von 
sqst-1 führte, wie bereits erwähnt, zu einer signifikanten Steigerung des Proteasoms 
(Abbildung 4.8). Dies deutet darauf hin, dass das Fehlen von sqst-1 durch das Proteasom 
kompensiert wird, wobei dieses Gen kein Zielgen von Glucose und Quercetin darstellt.  
Auch wurde noch mit der Western Blot-Methode analysiert, ob in Abwesenheit von SQST-1 
die Konzentration der K48-verknüpften polyubiquitinierten Proteine, die vermehrt über das 
Proteasom abgebaut werden, im Vergleich zu den über das Aggresom eliminierten K63-
verknüpften Polyubiquitinketten [54] stärker abnimmt. Wie in Abbildung 4.13 dargestellt, kam 
es unter sqst-1 RNAi in den Nematoden im Vergleich zu K63-verknüpften Polyubiquitinketten 
zu einer Abnahme von K48-verknüpften Polyubiquitinketten, was wiederum für eine 




Abbildung 4.13 K48-verknüpfte Polyubiquitinketten vs. K63-verknüpfte Polyubiquitinketten 
unter sqst-1 RNAi in der mev-1-Mutante 
Nach dem Knockdown von sqst-1 liegen K63-verknüpfte Polyubiquitinketten im Vergleich zu den K48-
verknüpften Polyubiquitinketten vermehrt vor.  



































































4.6 Die Bedeutung von Mitophagie-relevanten Genen für die 
Stressresistenz  
Wie die Aggrephagie, die den selektiven Abbau von Aggresomen über Autophagie 
beschreibt, dient auch die Mitophagie zur Verhinderung der Ansammlung von 
Proteinaggregaten [434, 435]. So bilden auch funktionsgestörte Mitochondrien sogenannte 
perinukleäre Mito-Aggresomen, die für eine effiziente Mitophagie essentiell sind [436, 437]. 
Des Weiteren geht eine verminderte Elimination von geschädigten Mitochondrien mit 
verschiedenen Erkrankungen einher, die insbesondere im fortgeschrittenen Alter auftreten 
[163]. Daher spielen Mechanismen, die an der mitochondrialen Qualitätskontrolle beteiligt 
sind, wie die Fusion oder Fission oder die lysosomale Entfernung von Mitochondrien über 
Mitophagie für die Aufrechterhaltung zellulärer Funktionen eine wichtige Rolle [141]. Zur 
Untersuchung der Effekte der Mitophagie auf die Stressresistenz in C. elegans wurden Gene 
mithilfe der RNAi-Methode gehemmt, die für die mitochondriale Dynamik (dct-1, glb-1, pdr-1, 
pgam-5, pink-1) oder die Fusion (eat-3, fzo-1) bzw. für die Fission (drp-1, fis-1) der 
Mitochondrien relevant sind [438]. 
 
4.6.1 Der Knockdown von Mitophagie-relevanten Genen verringert die 
Hitzestress-Resistenz von mev-1 
Bei der selektiven Degradation von Mitochondrien über Makroautophagie wird hauptsächlich 
zwischen der Rezeptor-vermittelten und der PINK1/Parkin-vermittelten Mitophagie 
unterschieden (Kap. 1.1.5) [163, 166]. Unter RNAi von dct-1, glb-1, pgam-5, pink-1, eat-3, 
fzo-1, drp-1 und fis-1 kam es zu einer Senkung der Hitzestress-Resistenz von mev-1 bei 
37 °C (Abbildung 4.14). Nur in Abwesenheit von Parkin, das in C. elegans durch pdr-1 
kodiert wird und einen wichtigen Bestandteil der PINK-1/PDR-1-vermittelten Mitophagie 
darstellt (Kap. 1.4.3.5) [162], fand keine Verkürzung der Lebensspanne im Vergleich zur 






























































































Abbildung 4.14 Der Knockdown von Mitophagie-relevanten Genen führt zu einer Abnahme der 
Hitzestress-Resistenz von mev-1 bei 37 °C 
Unter RNAi von Mitophagie-relevanten Genen nimmt die Lebensspanne der Nematoden bei 37 °C ab. 
Der Knockdown von pdr-1 stellt eine Ausnahme dar, da die Würmer in Abwesenheit dieses Gens nicht 
kürzer leben. *** p<0,001 vs. Kontrolle 
 
4.6.2 Unter RNAi von Mitophagie-relevanten Genen nimmt die Autophagie und 
die Bildung von Lysosomen ab 
Neben dem Einfluss auf die Lebensspanne wurde auch die Bedeutung der Mitophagie-
relevanten Gene für die Autophagie-Aktivität im C. elegans-Stamm BC12921 (sqst-1::gfp) 
untersucht. Hierbei wurde die Expression von SQST-1-GFP fluoreszenzmikroskopisch unter 
RNAi der jeweiligen Gene (dct-1, drp-1, eat-3, fis-1, fzo-1, glb-1, pdr-1, pgam-5, pink-1) 
analysiert. SQST-1-GFP wird im transgenen Stamm unter der Kontrolle des sqst-1-
Promotors gebildet und bei hoher Autophagie-Aktivität vermehrt abgebaut, woraufhin die 
Nematoden unter dem Fluoreszenzmikroskop schwächer leuchten [408, 409]. So führte der 
Knockdown der Mitophagie-relevanten Gene dct-1, drp-1, eat-3, fis-1, fzo-1, glb-1, pgam-5 
sowie pink-1 zu einem signifikanten Anstieg der Fluoreszenzintensität in BC12921, was, wie 
bereits erwähnt (Kap. 3.5.2) [408], mit einer verminderten Autophagie einhergeht (Abbildung 
4.15). Auch im Hinblick auf die Akkumulation von SQST-1 in Autophagosomen stellt die 








































































































































































Abbildung 4.15 Unter RNAi von Mitophagie-relevanten Genen sinkt die Autophagie-Aktivität in 
BC12921 
Der Knockdown von Mitophagie-relevanten Genen (dct-1, drp-1, eat-3, fis-1, fzo-1, glb-1, pgam-5, 
pink-1) reduziert die Autophagie-Aktivität in BC12921. Nur unter pdr-1 RNAi nimmt die SQST-1::GFP-
Fluoreszenz ab, was für eine erhöhte Autophagie spricht. ** p<0,01, *** p<0,001 vs. Kontrolle 
 
Da der Grund für die erhöhte Fluoreszenzintensität in BC12921, wie in Abwesenheit von 
Mitophagie-relevanten Genen (außer pdr-1) aufgetreten, auch die verminderte Fusion von 
Autophagosomen mit Lysosomen sein könnte, wurde anhand der Lysosomenmenge 
bestimmt, ob diese zu- oder abnahm.  Die Quantifizierung von Lysosomen in mev-1 erfolgte 
mithilfe des spezifischen Farbstoffs LysoTracker® Red und des Fluoreszenzmikroskops. 
Zunächst ist festzustellen, dass mit Ausnahme der pdr-1 RNAi, alle anderen RNAis 
Vektor-Kontrolle dct-1 RNAi





















































































































Mitophagie-relevanter Gene zu einer Abnahme der Lysosomendichte führten, was darauf 
hindeutet, dass unter diesen Bedingungen tatsächlich die Fusion von Autophagosomen mit 
Lysosomen geschwächt ist. Der Knockdown von pdr-1 resultierte allerdings in einer 
Zunahme der Lysosomenanzahl, was dafür spricht, dass ein funktionelles Fehlen von pdr-1 





















Abbildung 4.16 Die Bildung von Lysosomen nimmt nach dem Knockdown von Mitophagie-
relevanten Genen ab 
Unter RNAi von Mitophagie-relevanten Genen (dct-1, drp-1, eat-3, fis-1, fzo-1, glb-1, pgam-5, pink-1) 
sinkt die Lysosomenmenge in mev-1. Nur der Knockdown von pdr-1 resultiert in einer erhöhten 
Bildung von Lysosomen. Die Quantifizierung dieser Organellen erfolgte mithilfe des 
Fluoreszenzfarbstoffs LysoTracker® Red. *** p<0,001 vs. Kontrolle 
Vektor-Kontrolle dct-1 RNAi























































































































4.6.3 Das Fehlen von Mitophagie-relevanten Genen steigert die ROS-
Produktion und die Proteinaggregation  
Moderat erhöhte ROS-Spiegel sind in der Lage, als Folge einer mitochondrialen Dysfunktion 
Mitophagie zu induzieren [439]. Im Gegensatz dazu war zu vermuten, dass eine Störung der 
Mitophagie die ROS-Spiegel erhöht [440]. Ermittelt wurde die mitochondriale ROS-
Produktion in der mev-1-Mutante durch den Einsatz des Fluoreszenzfarbstoffs MitoTracker® 
Red CM-H2XRos. Nach dem Knockdown der Mitophagie-relevanten Gene kam es zu einer 
erhöhten mitochondrialen ROS-Produktion in mev-1 (Abbildung 4.17). Im Hinblick auf die 
ROS-Produktion unterschied sich der Knockdown von pdr-1 nicht von der RNAi der übrigen 
in der vorliegenden Arbeit untersuchten Mitophagie-relevanten Gene und führte somit 


















Abbildung 4.17 Unter RNAi von Mitophagie-relevanten Genen ist die mitochondriale ROS-
Produktion in mev-1 erhöht 
Vektor-Kontrolle dct-1 RNAi



















































































































Der Knockdown Mitophagie-relevanter Gene (dct-1, drp-1, eat-3, fis-1, fzo-1, glb-1, pgam-5, pink-1) 
führt zu einer Steigerung der mitochondrialen ROS-Produktion, die mithilfe des Fluoreszenzfarbstoffs 
MitoTracker® Red CM-H2XRos quantifiziert wurde. Auch unter pdr-1 RNAi nimmt die mitochondriale 
ROS-Produktion signifikant zu. ** p<0,01, *** p<0,001 vs. Kontrolle 
 
Neben der ROS-Bildung erfolgte auch die Untersuchung der Proteinaggregation nach dem 
Knockdown der Mitophagie-relevanten Gene. Hierfür diente der ProteoStat® Protein 
aggregation assay, mit dem die Menge aggregierter Proteine in Lösung bestimmt wurde 
(Kap. 3.6.5). So kam es unter RNAi von Mitophagie-relevanten Genen zu einem signifikanten 
Anstieg der Proteinaggregation, wobei Letztere in Abwesenheit von pdr-1 im Vergleich zur 
RNAi-Kontrolle unverändert blieb (Abbildung 4.18). Dieses Ergebnis zeigt, dass die 
Proteinaggregation negativ mit der Überlebenszeit von mev-1 unter Hitzestress korreliert – 












Abbildung 4.18 Der Knockdown von Mitophagie-relevanten Genen steigert die Menge 
aggregierter Proteine in Lösung 
Unter RNAi von Mitophagie-relevanten Genen nimmt die Proteinaggregation in den Nematoden zu. 
Nur in funktioneller Abwesenheit von pdr-1 bleibt die Proteinaggregation im Vergleich zur Kontrolle 

















































































































4.6.4 Der Knockdown von Mitophagie-relevanten Genen resultiert in einer 
Senkung der spezifischen Proteasomaktivität  
Nach dem Knockdown der Mitophagie-relevanten Gene kam es zu einer Abnahme der 
Chymotrypsin-ähnlichen Proteasomaktivität (Abbildung 4.19). Dies kann somit auch die unter 
diesen Bedingungen festgestellte Steigerung der Proteinaggregation erklären. Dass die 
unveränderte Proteinaggregation unter pdr-1 RNAi nicht auf einer gesteigerten 
















Abbildung 4.19 Die spezifische Proteasomaktivität nimmt nach dem Knockdown von 
Mitophagie-relevanten Genen in mev-1 ab 
In den Nematoden sinkt die Chymotrypsin-ähnliche Proteasomaktivität unter RNAi von Mitophagie-
relevanten Genen. In funktioneller Abwesenheit von pdr-1 hingegen bleibt die spezifische 
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4.6.5 Eine Störung des PINK-1/PDR-1-Signalwegs unter pdr-1 RNAi wird durch 
die Rezeptor-vermittelte Mitophagie kompensiert 
Da trotz des pdr-1-Knockdowns bzw. der Hemmung des PINK-1/Parkin-Signalwegs die 
Autophagie-Aktivität in C. elegans zunahm (Abbildung 4.15), wurde untersucht, ob für diesen 
Effekt die Rezeptor-vermittelte Autophagie verantwortlich sein könnte. Da neben der 
Überlebenszeit der Nematoden auch die Chymotrypsin-ähnliche Proteasomaktivität durch 
das Fehlen von pdr-1 nicht beeinflusst wurde, könnte ein alternativer Autophagieweg zur 
Kompensation der Lebensspanne dienen. So fand im Rahmen der vorliegenden Arbeit die 
Durchführung eines Doppel-RNAi-Versuchs statt, bei dem pdr-1 und dct-1 (das Homolog zu 
BNIP3 und BNIP3/NIX in Säugetieren [162]) durch RNAi funktionell reduziert wurden. Dass 
die Überlebenszeit unter der Doppel-RNAi im Vergleich zur Kontrolle abnahm, zeigt, dass 
dct-1 notwendig ist, damit es unter pdr-1 RNAi nicht zu einer Verkürzung der Überlebenszeit 
kommt (Abbildung 4.20).  
 
Abbildung 4.20 Unter Doppel-RNAi von pdr-1 und dct-1 sinkt die Hitzestress-Resistenz von 
mev-1 bei 37 °C 
Die Überlebenszeit der Nematoden ist nach der gleichzeitigen Hemmung der PDR- und der DCT-1-
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4.7 Der Knockdown von Aggresom-relevanten Genen reduziert die 
Bildung von Lysosomen 
Neben Mitophagie-relevanten Genen wurde auch die Bedeutung von Aggresom-relevanten 
Genen (ubql-1 und sqst-1) für die Autophagie-Aktivität im Rahmen der vorliegenden Arbeit 
untersucht. Dies erfolgte erneut durch die Verwendung des transgenen Nematodenstamms 
BC12921, der die Ermittlung der SQST-1-GFP-Menge und somit auch die Quantifizierung 
der Autophagie-Aktivität ermöglicht (Kap. 3.5.2). Da die Adaptorproteine an der Bildung von 
Aggresomen beteiligt sind, die von Autophagosomen aufgenommen und degradiert werden 
[57], wurde erwartet, dass der Knockdown von ubql-1 und sqst-1 zu einer verminderten 
Autophagie-Aktivität in mev-1 führt. Unter RNAi von ubql-1 nahm die Fluoreszenzintensität 
im Vergleich zur Kontrolle um 19 ± 8 % ab (Abbildung 4.21 A), was normalerweise bedeutet, 
dass sich die Autophagie-Aktivität in Abwesenheit von ubql-1 erhöht. Jedoch wurden nach 
dem Knockdown dieses Gens weniger Lysosomen mittels Fluoreszenzmikroskopie 
gemessen (Abbildung 4.21 B). Daher lässt sich vermuten, dass unter ubql-1 RNAi die 
aggregierten Proteine weniger oder nicht mehr zu Autophagosomen transportiert werden und 
somit die Degradation von Proteinen über den autophagosomalen bzw. lysosomalen 
Abbauweg abnimmt. Des Weiteren kam es nach dem Knockdown von sqst-1 zu einem 
Anstieg der Fluoreszenzintensität um 15 ± 10 % bzw. zu einer Senkung der Autophagie-
Aktivität im Vergleich zur Kontrolle (Abbildung 4.21 A). Dies stimmte mit dem Ergebnis der 
Bestimmung der Lysosomenbildung überein, die mittels LysoTracker® Red gemessen wurde 
(Abbildung 4.21 B) und deutet darauf hin, dass in funktioneller Abwesenheit von sqst-1 die 







































Abbildung 4.21 Der Einfluss von Aggresom-relevanten Genen auf die Autophagie-Aktivität und 
die Lysosomenbildung 
Nach dem Knockdown von sqst-1 nimmt die Autophagie-Aktivität (A) bzw. die Bildung von 
Lysosomen (B) in den Nematoden ab. Die Lysosomenmenge ist auch unter ubql-1 RNAi in der mev-1-
Mutante verringert. *** p<0,001 vs. Kontrolle
A 
Vektor-Kontrolle

























































































5 Diskussion  
Neben der durchschnittlichen Lebenserwartung ist auch die Zahl chronischer altersbedingter 
Erkrankungen in den letzten zwei Jahrhunderten, insbesondere bei sitzenden und 
überernährten Bevölkerungsgruppen, gestiegen [2]. Dies schließt neurodegenerative oder 
metabolische Gesundheitsstörungen wie Alzheimer oder Diabetes mellitus mit ein [2, 441]. 
Demnach wurden im Jahr 2015 weltweit ungefähr 415 Millionen Diabetes-Patienten 
zwischen 20 und 79 Jahren registriert, wovon 5 Millionen an den Folgen dieser Krankheit 
gestorben sind [442]. Laut Prognosen wird die Zahl der an Diabetes mellitus erkrankten 
Menschen bis 2040 ca. 642 Millionen erreichen [442]. Da die derzeitigen medizinischen 
Behandlungsmöglichkeiten mit Kostenfaktoren, geringer Therapietreue sowie 
Nebenwirkungen einhergehen, besteht ein Interesse an komplementären und alternativen 
Agenzien bzw. Medikamenten auf pflanzlicher Basis [252, 443–445].  
Grundlage des Alterns sowie altersbedingter Erkrankungen sind falsch- oder fehlgefaltete 
Proteine im Organismus, die sich im Alter ansammeln und toxisch wirken [446, 447]. Zu 
einer Akkumulation von Proteinen führt die Überlastung der sogenannten 
Proteinqualitätskontrolle, die aus Mechanismen zur korrekten Faltung und Degradation von 
Proteinen besteht [447]. So werden die verschiedenen Systeme zur Aufrechterhaltung der 
Proteom-Integrität und der Proteostase unter dem Begriff Proteostase-Netzwerk 
zusammengefasst [7, 12]. Hierbei sind als erste Kontrollstation die molekularen Chaperone 
zu nennen, die bereits nach der Biosynthese die Proteine vor einer Falschfaltung schützen 
[447, 448]. Zusätzlich sind sie ebenso an der Rückfaltung von Proteinen beteiligt, die 
beispielsweise durch bestimmte Stressfaktoren wie Hitze oder ROS fehlgefaltet werden 
[449]. Des Weiteren können einige HSPs den Abbau von falsch gefalteten oder denaturierten 
Proteinen durch das UPS fördern [449, 450]. Letzteres ist für die Degradation von 
intrazellulären Proteinen nach deren Ubiquitinierung verantwortlich [48]. Eine Störung des 
UPS bewirkt, dass sich falsch gefaltete Proteine in Einschlusskörperchen namens 
Aggresomen zusammenschließen, an deren Bildung verschiedene Adaptorproteine beteiligt 
sind [57]. Abgebaut werden die aggregierten Proteine in den Lysosomen nach der Aufnahme 
von Aggresomen durch Autophagosomen [451]. Hierbei ist auch die selektive Elimination 
von bestimmten Organellen, wie Mitochondrien, möglich [451, 452]. Die Akkumulation von 
geschädigten Mitochondrien ist ebenso ein Kennzeichen des Alterns, wobei diese weniger 
ATP, jedoch vermehrt ROS produzieren [453]. Dies weist auf einen Teufelskreis hin [454, 
455]. Die mitochondriale ROS-Produktion in gealterten Mitochondrien führt zu Mutationen in 
mitochondrialer DNA und somit auch zu Funktionseinbußen der durch sie kodierten 
Atmungskettenkomplexe [454, 456]. Als Folge der funktionell eingeschränkten 




Neurodegenerative oder metabolische Erkrankungen wie Diabetes mellitus sind mit solchen 
Prozessen assoziiert [441]. Die Entfernung von geschädigten Mitochondrien durch 
Mitophagie minimiert damit nicht nur die ROS-Produktion, sondern führt gleichzeitig zu einer 
gesteigerten Neubildung von Mitochondrien [457].  
Zur Untersuchung der Elimination von geschädigten Proteinen unter diabetischen 
Bedingungen kam es in der vorliegenden Arbeit zum Einsatz des C. elegans-Stammes 
mev-1. Dieser weist aufgrund einer mitochondrialen Mutation im Komplex II der 
Atmungskette eine erhöhte ROS-Produktion auf [314]. Der transparente Körper der 
Nematoden ermöglichte es [278], die Bildung von ROS, die Mitophagie bzw. die Bildung von 
Autophagosomen oder Lysosomen im lebenden Organismus fluoreszenzmikroskopisch zu 
untersuchen. Daneben fand auch die Analyse der Lebensspanne, der Proteasomaktivität 
oder der Aggresombildung in mev-1 statt. Unter RNAi von Aggresom-relevanten Genen 
erfolgte auch gleichzeitig die Behandlung der Würmer mit Glucose und Quercetin. Die 
Inkubation der Nematoden mit 10 mM Glucose führt zu einer endogenen 
Glucosekonzentration von ca. 8 mM [314]. Dies würde beim Menschen einer 
Blutglucosekonzentration von 144 mg/dl entsprechen, was mit einer gemäßigten 
diabetischen Stoffwechsellage einhergeht [458]. Bei Quercetin handelt es sich um ein 
Polyphenol, das bereits in verschiedenen in vivo-Studien potentiell gesundheitsfördernde 
Effekte zeigte [252, 256]. So wurde auch herausgefunden, dass dieses Flavonol in 
C. elegans durch die Modulation einzelner Bestandteile des Proteostase-Netzwerkes 
Glucosetoxizität verhindert [256]. 
 
5.1 Glucosetoxizität und deren Verhinderung durch Quercetin 
Hyperglykämie gilt für die Komplikationen von Diabetes mellitus als verantwortlich [459]. So 
bewirkt diese, als Folge der Generierung von ROS, die Aktivierung verschiedener 
pathogener Mechanismen, die u.a. in der Bildung von AGEs oder Polyolen resultieren [193, 
459]. Dass Glucose zu einer Verkürzung der Lebensspanne von C. elegans führt, wurde 
bereits 2009 durch Schlotterer et al. herausgefunden und damit die Bedeutung der 
Nematoden als Modellorganismus für die Forschung von Diabetes mellitus gezeigt [310]. 
Hierbei kam es beispielsweise durch AGEs zu einer Störung der Proteostase [196]. 
Fitzenberger et al. fanden heraus, dass Glucose in der mev-1-Mutante durch die Abnahme 
der Proteasomaktivität eine verringerte Hitzestress-Resistenz verursacht [314]. Auch in 
Endothelzellen sowie in diabetischen Mäusen kam es nach der Exposition gegenüber hohen 
Glucosekonzentrationen durch die Methylglyoxal-induzierte Modifikation des 20S-
Proteasoms zu einer Verminderung der Chymotrypsin-ähnlichen Proteasomaktivität [208]. 




verringerte Produktion von Genen des 26S-Proteasoms ermittelt, was in Übereinstimmung 
mit einer anderen Studie steht, in der in den β-Zellen von Typ 2-Diabetikern eine 
Akkumulation von ubiquitinierten Proteinen auftrat [460]. Des Weiteren führten hohe 
Glucosekonzentrationen in Säugetierzellen auch zu einer Abnahme der Autophagie-Aktivität 
[461]. Unter Glucose-armen Bedingungen hingegen kam es durch die Hemmung des mTOR-
Signalweges zur Induktion der Autophagie [462, 463]. Des Weiteren wird auch die selektive 
Autophagie bzw. Mitophagie durch Glucose aufgrund der erhöhten Produktion von ROS 
negativ beeinflusst, weshalb die Akkumulation von geschädigten Mitochondrien auftritt [464]. 
In humanen Monozyten bzw. Makrophagen resultierte die Inkubation mit erhöhten 
Glucosekonzentrationen in einer Verringerung der proteolytischen und lipolytischen Aktivität 
in Lysosomen, was bei Diabetes-Patienten durch die verminderte Elimination und die 
Akkumulation von modifizierten (Lipo-) Proteinen zur Entwicklung von Atherosklerose 
beitragen könnte [465]. Berichtet wurde auch, dass Hyperglykämie zu einer Induktion der 
UPR als Folge von ER-Stress führt und somit u.a. das Risiko von endothelialer Dysfunktion 
bei Typ 2-Diabetikern erhöht [466–468]. Zur Verhinderung der glucotoxischen Effekte kam es 
bisher in unterschiedlichen Studien zum Einsatz von verschiedenen Polyphenolen wie z.B. 
Resveratrol oder Quercetin [469, 470]. Letzteres zeigte unter Exposition gegenüber erhöhten 
Glucosekonzentrationen auch in C. elegans protektive Effekte [256, 310]. Demnach wurde 
durch das Polyphenol Quercetin die Glucose-bedingte Verkürzung der Überlebenszeit von 
C. elegans unter Hitzestress verhindert [256]. Auch in einer anderen Studie konnte die 
Lebensspanne der Nematoden mit Quercetin durch die erhöhte Translokation von DAF-16 
und die dadurch verursachte Aktivierung von Stress-Antwortgenen verlängert werden [239]. 
Die Kompensation glucotoxischer Effekte scheint damit mehr durch transkriptionelle 
Aktivierung als durch antioxidative Wirkungen dieses Polyphenols verursacht zu sein [239, 
256]. So erfolgte der lebensverlängernde Effekt von Quercetin in der mev-1-Mutante in 
Abhängigkeit von der UPR und durch die Aktivierung des UPS [256]. Diesbezüglich fand 
nach dem Knockdown von bestimmten Genen der UPR bzw. des UPS keine 
lebensverlängernde Wirkung durch Quercetin in mit Glucose behandelten Nematoden statt 
[256]. Da eine Hemmung oder Überlastung des Proteasoms mit der Bildung von 
Aggresomen in Verbindung gebracht wird [53], wurde in der vorliegenden Arbeit untersucht, 
welche Rolle das Aggresom für die protektiven Wirkungen des Polyphenols Quercetin 





5.2 Die Bedeutung des Aggresoms für die Stressresistenz  
5.2.1 Die Elimination von Proteinaggregaten über das Aggresom stellt eine 
wichtige Voraussetzung für die Aufrechterhaltung der Lebensspanne 
dar, wobei dnc-1 und ubql-1 zwei Zielgene von Glucose und Quercetin 
darstellen  
Die altersbedingte Abnahme der Proteostase resultiert in einer verminderten Löslichkeit und 
einer erhöhten Proteinakkumulation [471]. Letztere stellt jedoch nicht nur eine Folge, 
sondern ihrerseits auch eine Ursache einer verminderten Proteostase dar [472]. Demnach 
werden von der Aggregation auch Bestandteile des Proteostase-Netzwerkes betroffen, was 
die zellulären Funktionen beeinträchtigt [471]. Bei der Zellviabilität und Lebensspanne eines 
Organismus gilt somit die Proteinaggregation als ein entscheidender Faktor [472]. Eine 
altersbedingte Akkumulation von unlöslichen Proteinen weist auch C. elegans auf und eignet 
sich dementsprechend nicht nur wegen seiner kurzen Lebensdauer als ein 
Modellorganismus zur Untersuchung der Bedeutung von Aggresomen in Bezug auf die 
Überlebenszeit der Nematoden [473, 474].  
Als ein 63 kDa schweres UBA-UBL-Protein spielt UBQLN1 durch die Bindung von K48- und 
K63-polyubiquitinierten Proteinen bei der Proteostase eine wichtige Rolle [475]. Somit ist 
UBQLN1 nicht nur am proteasomalen Abbau, sondern auch an der Elimination von Proteinen 
über das Aggresom beteiligt [57, 475]. Kodiert wird das Adaptorprotein UBQLN1 [57] in 
C. elegans durch das Gen ubql-1 [476], nach dessen Knockdown in der vorliegenden Arbeit 
die mev-1-Mutante im Vergleich zur Kontrollgruppe kürzer lebte. Des Weiteren führte das 
Fehlen von ubql-1 auch in anderen Studien zu einer verkürzten Lebensspanne von 
C. elegans oder Drosophila [476–478]. Im Gegensatz dazu resultierte die Überexpression 
von Ubiquilin-1 in einem Mausmodell der Chorea Huntington in einer Verlängerung der 
Lebensspanne [477]. In Abwesenheit dieses Gens wurde in der vorliegenden Arbeit die 
Glucose-bedingte Verringerung als auch die durch Quercetin ausgelöste Verlängerung der 
Lebensspanne unter Glucoseexposition verhindert. Dies weist darauf hin, dass Glucose die 
Überlebenszeit durch Inhibition von ubql-1 reduziert und Quercetin die Lebensdauer bei 
37 °C durch dessen Aktivierung wieder verlängert. Diese Ergebnisse unterstreichen die 
Bedeutung des Aggresoms für die Stressresistenz und die Lebensspanne von Organismen.  
Auch kam es in den Nematoden in funktioneller Abwesenheit von ubql-1 zu einer vermehrten 
Akkumulation von polyubiquitinierten Proteinen, während die Überexpression dieses Gens in 
einer verzögerten Akkumulation von Proteinaggregaten resultierte [476, 477]. In der 
vorliegenden Arbeit fand die Ermittlung der Proteinaggregation in TK22 mittels ProteoStat® 




aggregierter Proteine durch die gleichzeitige Gabe von Quercetin wieder gesenkt. Die durch 
RNAi von ubql-1 erhöhte Proteinaggregation wurde weder durch Glucose weiter gesteigert 
noch durch Quercetin wieder vermindert. Auch dies verdeutlicht die Aussage, dass ubql-1 
ein Zielprotein und damit das Aggresom eine Zielstruktur sowohl von Glucose als auch von  
Quercetin ist. 
Für UBQLN1 wurde gezeigt, dass es über die UBA-Domäne ubiquitinierte Proteine bindet 
und durch die Interaktion zwischen der UBL-Domäne und der S5a/Rpn10/p54-Untereinheit 
des Proteasoms die proteasomale Degradation von Substraten fördert [478, 479]. Dies 
deutet darauf hin, dass die Aktivität des Proteasoms in Abwesenheit von UBQL-1 abnehmen 
müsste. Tatsächlich führte in der vorliegenden Arbeit das Fehlen von ubql-1 in der mev-1-
Mutante zu einer Senkung der Proteasomaktivität. Dass das Polyphenol Quercetin unter 
RNAi von ubql-1 nicht mehr die Chymotrypsin-ähnliche Proteasomaktivität steigert, zeigt die 
Abhängigkeit des Proteasoms von ubql-1, über das das UPS ebenfalls zu einer Zielstruktur 
des Polyphenols Quercetin wird. Weiterhin stellt die Reduktion der Proteasomaktivität in 
funktioneller Abwesenheit von ubql-1 wahrscheinlich auch eine Überlastung des Proteasoms 
als Folge der Zunahme der Proteinaggregation aufgrund einer eingeschränkten 
Aggresombildung dar  [480, 481].  
Neben dem UPS ist UBQLN1 auch am proteasomalen Abbau von Substraten über ERAD 
beteiligt [63]. So kommt es durch die Zunahme von falsch gefalteten ERAD-Substraten zur 
Rekrutierung von Ubiquilin-1 zum ER [476].  Daraufhin fördert UBQLN1 den Transport von 
Membran-gebundenen und luminalen ERAD-Substraten aus dem ER ins Cytosol sowie 
deren Degradation über das Proteasom [476]. Dies erfolgt mithilfe von anderen ERAD-
Proteinen, wie z.B. Erasin oder Herp (homocystein-induced ER protein) [476, 482]. Bei 
Letzterem handelt es sich um ein in der ER-Membran vorkommendes Protein, das bei ER-
Stress aktiviert wird [482]. Es interagiert an der cytosolischen Seite des ERs mit 
verschiedenen Ubiquilinen, wie Ubiquilin-1, woraufhin ubiquitinierte Substrate rekrutiert und 
über den proteasomalen Abbau eliminiert werden [482]. Erasin hingegen bewirkt die 
Rekrutierung von p97/VCP sowie Ubiquilin-1 zum ER und fördert durch die Bildung eines 
Komplexes die Degradation von ubiquitinierten ERAD-Substraten über das Proteasom im 
Cytosol [476]. Nicht nur der Knockdown von Erasin, sondern auch das Fehlen von UBQLN1 
löste in vitro ER-Stress aus, was auf die Störung der ERAD und somit auch auf den 
verminderten Abbau von falsch gefalteten Proteinen im ER zurückgeführt werden könnte 
[476]. Tatsächlich führte auch in C. elegans eine ubql-1 RNAi zu einer erhöhten hsp-4-
Expression als Folge einer UPRER-Aktivierung [476]. Da das BiP/GRP78-Homolog hsp-4 bei 
ER-Stress vermehrt gebildet wird [333], wurde in der vorliegenden Arbeit die Expression 
dieses Chaperons als Indikator der UPRER-Aktivität fluoreszenzmikroskopisch gemessen. Es 




dnc-1 und sqst-1 in den Nematoden ermittelt. In anderen Studien kam es in Würmern, die mit 
milder Hitze behandelt wurden, zu einer hormetischen Verlängerung der Überlebenszeit, die 
mit den HSP-4-Spiegeln korrelierte [321, 483]. Demnach spielt hsp-4 bei der Regulation der 
Überlebenszeit der Nematoden eine wichtige Rolle, wobei die erhöhte Bildung von HSP-4 im 
Rahmen der vorliegenden Arbeit für die Kompensation der ubql-1 RNAi-induzierten 
Lebenszeitverkürzung bei 37 °C nicht ausreichend war.  
Aggresom-relevante Proteine beeinflussen nicht nur die UPRER, sondern auch offenbar die 
Autophagosomenbildung, indem z.B. UBQL-1 mit seiner UBL-  bzw. seiner UBA-Domäne die 
Bildung von Aggresomen sowie den Transport von aggregierten Proteinen zu 
Autophagosomen fördert [62]. Ubiquilin selbst wird auch über Autophagie eliminiert [484]. 
Des Weiteren wurde in vitro gezeigt, dass die cytoprotektiven Effekte von UBQLN1 von der 
Autophagie abhängen [485]. Demnach ging der Knockdown dieses Gens nicht nur mit einem 
vermehrten Zelltod, sondern auch mit einer verminderten Bildung und Reifung von 
Autophagosomen einher [477]. Diesbezüglich resultierte in HeLa-Zellen das Fehlen von 
UBQLN1 in einer Reduktion der LC3-II-Konzentrationen, während die LC3-I-Spiegel 
zunahmen, was auf die verminderte Reifung von Autophagosomen hindeutet [484, 486, 487]. 
Daher wäre zu erwarten gewesen, dass in den Nematoden die Autophagie-Aktivität unter 
ubql-1 RNAi abnimmt. In der vorliegenden Arbeit kam es jedoch unter ubql-1 RNAi zu einer 
Senkung der SQST-1::GFP-Fluoreszenz. Dies geht normalerweise mit einer Zunahme der 
Autophagie-Aktivität einher [408]. Allerdings lässt sich die verminderte SQST-1::GFP-
Fluoreszenz nach dem Knockdown von ubql-1 nur in Verbindung mit der Intensität des 
Lysotracker-Farbstoffs interpretieren. Demnach ist aufgrund der Abnahme der 
Lysosomenbildung zu vermuten, dass  in funktioneller Abwesenheit des Adaptorproteins 
UBQL-1 die aggregierten Proteine offenbar weniger in die Autophagosomen und letztendlich 
in die Lysosomen gelangen. So verzögerte die Abwesenheit von UBQLN1 in HeLa-Zellen die 
Fusion von Autophagosomen mit Lysosomen und verhinderte somit den Abbau von 
Autophagosomen [485]. Dies stimmt mit der in der vorliegenden Arbeit ermittelten Abnahme 
der Lysosomenmenge überein und deutet darauf hin, dass das funktionelle Fehlen von 
ubql-1 in den Nematoden zu einer verminderten Proteindegradation via Autophagie führt. 
Neben UBQL-1 spielt auch Dynactin bei der Bildung von Aggresomen und somit bei der 
Elimination von Proteinaggregaten eine wichtige Rolle und stellt einen essentiellen 
Bestandteil des Dyneinmotorkomplexes dar [57, 488, 489]. Dieser ist für die Beförderung von 
aggregierten Proteinen zum Minusende der Mikrotubuli verantwortlich [57]. Hierbei bewirkt 
der Dynactin-Komplex die Anheftung der zu transportierenden Substrate an Dynein [490]. Er 
ist aufgebaut aus zwei morphologisch unterschiedlichen über Dynamitin miteinander 
verbundenen Domänen, wobei die stabförmige Domäne zur Substratbindung dient und die 




den Mikrotubuli herstellt [490]. Die Dynactin-Untereinheit p150Glued, die in C. elegans durch 
dnc-1 kodiert wird [359], besteht hingegen aus drei globulären Regionen sowie zwei 
superspiralisierten Domänen und sorgt zusätzlich für die Interaktion zwischen Dynactin und 
Dynein  [491]. So ist DNC-1 am retrograden Transport von Autophagosomen durch das Axon 
zum Zellkörper beteiligt [492].  
Wie bei ubql-1 kam es auch unter dnc-1 RNAi in der vorliegenden Arbeit zu einer Verkürzung 
der Überlebenszeit im Vergleich zur Kontrollgruppe, wobei auch dieser Knockdown die 
weitere Verringerung der Überlebenszeit durch Glucose und die Verlängerung der 
Überlebenszeit von Glucose-exponierten Nematoden durch Quercetin verhinderte. Bei alten 
Mäusen verursachte die genetische Depletion dieser Dynactin-Untereinheit neben einer 
Akkumulation von acetyliertem α-Tubulin und autophagosomalen/lysosomalen Proteinen 
auch den Abbau von spinalen Motoneuronen [493]. Aufgrund der Ergebnisse der 
vorliegenden Arbeit lässt sich postulieren, dass die spezifische Proteasomaktivität in 
funktioneller Abwesenheit von dnc-1 aufgrund der erhöhten Proteinaggregation und einer 
damit verbundenen Überlastung des Proteasoms abnimmt [481]. Die Feststellung, dass 
unter Knockdown von dnc-1 die angestiegene Menge aggregierter Proteine weder durch 
Glucose weiter erhöht, noch durch Quercetin gesenkt werden konnte, drückt aus, dass auch 
dnc-1 ein Zielgen beider Effektoren darstellt.  
Auch DNC-1 scheint mit dem ERAD in Verbindung zu stehen, da dessen Fehlen eine 
Zunahme der hsp-4-Expression bewirkte [476, 494]. Weiterhin resultierte eine Punktmutation 
in der p150Glued-Untereinheit von Dynactin neben einer Störung der Dynactin-Funktion auch 
in einem Anstieg der Proteinaggregation [495]. Die Zunahme der Proteinaggregation in der 
mev-1-Mutante unter dnc-1 RNAi stellt möglicherweise einen Effekt der verminderten Bildung 
von Aggresomen und ihrer reduzierten Elimination über Autophagosomen dar, da der 
retrograde Transport entlang der Mikrotubuli in Abwesenheit von dnc-1 gestört wird [429]. So 
kam es in den Motoneuronen von C. elegans nach dem Knockdown von dnc-1 nicht nur zu 
einer verminderten Beförderung von Autophagosomen, sondern auch zu deren Akkumulation 
[429].  
 
5.2.2 Das Aggresom-relevante Gen sqst-1 ist kein Zielgen von Glucose und 
Quercetin 
Wie bereits erwähnt, stellt SQST-1 in C. elegans das Homolog zu SQSTM1/p62 dar, das als 
ein Adaptorprotein an der Aggresombildung und der Autophagie beteiligt ist [69, 364]. 
Demzufolge bewirkt es nicht nur die Aufnahme von Proteinen in die Autophagosomen für 




Proteinen [496, 497]. Mit seiner UBA-Domäne ermöglicht das Adaptorprotein SQST-1 die 
Erkennung und die Aufnahme von ubiquitinierten Proteinen ins Autophagosom [65, 498, 
499]. Weiterhin wurde berichtet, dass dieses Protein auch andere zelluläre Prozesse wie 
Inflammationen, Apoptose oder Zellüberleben beeinflusst [500]. Da p62 durch die Bindung 
bzw. den Abbau von falsch gefalteten Proteinen eine Störung von zellulären Funktionen 
verhindert, gilt es als cytoprotektiv [501, 502]. Das funktionelle Fehlen von SQST-1 schien 
jedoch keinen Einfluss zu haben, da die RNAi weder die Lebensspanne der mev-1-Mutante 
bei 37 °C beeinflusste, noch die Verkürzung der Überlebenszeit durch Glucose und die 
Wiederherstellung durch die zusätzliche Gabe von Quercetin verhinderte. Dies zeigt 
zunächst, dass sqst-1 kein Zielgen der beiden Substrate im Hinblick auf die Beeinflussung 
der Stressresistenz der Nematoden darstellt. Allerdings kam es in der vorliegenden Arbeit 
unter sqst-1 RNAi zu einer deutlichen Störung der Autophagie. Dies lässt vermuten, dass 
entsprechende Kompensationsmechanismen der Proteostase aktiviert werden. Auch in vitro 
fand durch den Knockdown von SQSTM1/p62 eine verminderte Zufuhr von Substraten zu 
Autophagosomen und somit eine ineffiziente Autophagie statt [496]. Letztere war auch in 
Krebszellen nach dem Knockdown von p62 verringert [503]. Des Weiteren ging im 
Hypothalamus von Mäusen die Abwesenheit von p62 mit einer Störung der Autophagie 
einher [504]. In HeLa-Zellen, die mit dem mitochondrialen Entkoppler CCCP (carbonyl 
cyanide m-chlorophenylhydrazone) [505] behandelt wurden, resultierte der Knockdown von 
p62 in einer verminderten Elimination von geschädigten Mitochondrien, was darauf hinweist, 
dass dieses Protein auch für die Mitophagie essentiell ist [177]. Dass der Knockdown von 
p62 zu einem Anstieg der ROS-Produktion und des Mitophagie-Markers PINK1 führte, deutet 
auch darauf hin, dass die Degradation von geschädigten Mitochondrien, welche mit erhöhten 
Konzentrationen von ROS und PINK1 einhergehen, in Abwesenheit von p62 abnimmt [506]. 
Diese Ergebnisse stimmen mit der Abnahme der Autophagie bzw. der verminderten Bildung 
von Lysosomen unter sqst-1 RNAi in der vorliegenden Arbeit überein. Untersuchungen an 
Fibroblasten aus Mäuseembryonen zeigten, dass p62 durch die Bindung von ubiquitinierten 
Proteinen für die Aggresombildung benötigt wird [70], wobei es auch durch die Interaktion mit 
LC3 die Rekrutierung von Autophagosomen bewirkt [503]. Durch den Knockdown von p62 
kam es in Zellen mit einer gehemmten Autophagie zu einer vermehrten Entstehung von 
Polyglutamin-Aggregaten [507], die neurotoxisch wirken [508]. Im Rahmen einer in vitro-
Studie resultierte das Fehlen von p62 in Zellen, in die pathogenes, Zelltod-verursachendes 
Ataxin-3-Protein transfiziert wurde, in einer verminderten Bildung von Aggresomen [69]. Dies 
deutet darauf hin, dass in Abwesenheit von SQST-1 keine Aggresomen entstehen und somit 
auch keine Degradation der aggregierten Proteine über Autophagosomen erfolgt. 
Auch unter sqst-1 RNAi kam es in der vorliegenden Arbeit zu einem Anstieg der hsp-4-




Überlebenszeit unter sqst-1 RNAi war. In einer Mausstudie erfolgte nach dem Knockdown 
von p62 auch die Induktion von ER-Stress, der an der erhöhten Synthese von UPR-Markern, 
wie CHOP oder ATF-4, den Bestandteilen des PERK-Signalweges, ermittelt wurde [504]. 
Allerdings trat bei Doppel-RNAi gegenüber hsp-4 und sqst-1 kein lebensverkürzender Effekt 
auf, womit die Kompensation des Fehlens von SQST-1 durch HSP-4 ausgeschlossen wurde. 
Neben hsp-4, das nach der Induktion des IRE-1-Signalweges bzw. nach dem Spleißen der 
xbp-1 mRNA gebildet wird, ist auch PERK an der Aktivierung von p62 beteiligt [404, 509]. 
Bei ER-Stress bewirkt das Transmembranprotein über die Phosphorylierung von eIF2α die 
Expression von ATF4, woraufhin der Transkriptionsfaktor u.a. die Expression von p62 
auslöst, um das Zellüberleben zu fördern [509–511]. Auch wenn das gleichzeitige Fehlen 
von ire-1 und xbp-1 in mev-1 durch die hormetischen Effekte von pek-1 kompensiert wurde 
[404], konnte eine protektive Wirkung von pek-1 in Abwesenheit von SQST-1 nicht 
beobachtet werden. Abzuleiten ist dies wiederum aus den Ergebnissen der Doppel-RNAi von 
sqst-1 und pek-1, die ebenfalls keine Verkürzung der Überlebenszeit bei 37 °C bewirkte. 
Dies deutet darauf hin, dass die molekularen Chaperone bzw. die Proteine der UPRER nicht 
an der Aufrechterhaltung der Lebensspanne unter sqst-1 RNAi beteiligt sind.  
Weiterhin wurde auch eine Interaktion von p62 mit dem Proteasom bereits gezeigt. So führte 
der Knockdown dieses Gens in vitro zu einem verminderten Zellüberleben, was auf die 
gesenkte Proteasomaktivität zurückgeführt wurde [512], während in der vorliegenden Arbeit 
die sqst-1 RNAi die Proteasomaktivität erhöhte und dadurch die Verkürzung der 
Überlebenszeit der Nematoden verhinderte. Postuliert werden muss für C. elegans, dass in 
Abwesenheit von SQST-1 andere Adaptorproteine, aufgrund der Hemmung der Autophagie, 
vermehrt Proteine zum UPS transportieren. Dies könnte z.B. in C. elegans durch CDC-48 
gelenkt werden, dessen Säugetier-Homolog p97 am proteasomalen Abbau beteiligt ist [351, 
513, 514]. Demnach konkurriert p97 mit p62 um die Bindung an ubiquitinierte Proteine und 
deren Transport zum UPS [513]. CDC-48 könnte somit in Abwesenheit von SQST-1 dessen 
Funktion effizienter mit übernehmen und für die gemessene erhöhte Proteasomaktivität 
verantwortlich sein. Dass p97 neben K11-verknüpften Ubiquitinketten auch K48-verknüpfte 
polyubiquitinierte Proteine bindet, die vermehrt über das UPS abgebaut werden [515–518], 
unterstützt diese Hypothese. Des Weiteren deuten auch die Western-Blot-Untersuchungen 
darauf hin, dass in mev-1 unter sqst-1 RNAi K48-verknüpfte polyubiquitinierte Proteine 
stärker abgebaut werden, während die K63-polyubiquitinierten Proteine vermutlich aufgrund 





















Abbildung 5.1 Effekte von Quercetin auf die Proteinelimination über das Aggresom 
Laut den Ergebnissen der vorliegenden Arbeit fördert Quercetin über ubql-1 und dnc-1 die Bildung von 
Aggresomen und somit die Proteinelimination unter glucotoxischen Bedingungen. Modifiziert nach [57, 
80, 81]. 
 
Abbildung 5.1 zeigt zusammenfassend, dass sqst-1 für die Aggresombildung von 
wesentlicher Bedeutung ist, sein Fehlen jedoch durch die Steigerung der proteasomalen 
Aktivität im Hinblick auf die Aufrechterhaltung der Überlebenszeit kompensiert wird. Während 
sqst-1 kein Zielgen von Glucose oder Quercetin darstellt, war das im Falle der Aggresom-
relevanten Gene dnc-1 und ubql-1 anders. Der Knockdown beider Gene führte zu einer 
Verkürzung der Überlebenszeit, die durch die zusätzliche Gabe von Glucose nicht weiter 
gesenkt wurde. Auch wurde in funktioneller Abwesenheit von DNC-1 und UBQL-1 die durch 























5.3 Der Einfluss von Mitophagie auf die Proteostase in C. elegans 
5.3.1 Der funktionelle Verlust Mitophagie-relevanter Gene reduziert die 
Stressresistenz 
Unter eat-3 RNAi kam es in der vorliegenden Arbeit zu einer signifikanten Verringerung der 
Lebensspanne von mev-1. In Hefe- oder Säugetierzellen gilt das eat-3-Homolog bzw. OPA-1 
als essentiell für die Fusion der inneren Mitochondrienmembran [373, 519]. Des Weiteren 
bewirkt diese mitochondriale GTPAse die Aufrechterhaltung der Struktur der Cristae [520]. 
Dies spielt insbesondere bei der Verhinderung von Apoptose eine Rolle, da OPA1 dank der 
GTPase-Aktivität die Schließung der Kanäle bzw. Tight Junctions auslöst, durch welche die 
Cristae mit der inneren Grenzmembran verbunden sind [520, 521]. Dadurch wird die 
Ausdehnung der Kanäle und somit auch die Freisetzung von Cytochrom c und die 
intrinsische Apoptose verhindert [520, 522]. In C. elegans kam es durch die eat-3 RNAi zu 
weniger bzw. kleineren Cristae, was neben einer Störung der Elektronentransportkette auch 
zu Trägheit oder verlangsamtem Wachstum führte [523].  
Wie der Name schon andeutet, weisen eat-Mutanten eine ineffiziente bzw. ungenügende 
Nahrungsaufnahme auf, die auf einer verlangsamten pharyngealen Pumpaktivität beruht 
[524, 525]. Durch die verminderte Nahrungsaufnahme und die damit einhergehende 
Kalorienrestriktion lebten die eat-Mutanten im Vergleich zu den Wildtyp-Würmern signifikant 
länger [525, 526]. Allerdings führt diese Mutation auch zu einer Störung der Nerven bzw. der 
Kontraktion und Relaxation der Pharynxmuskeln, die wiederum durch einen Defekt in einer 
Untereinheit des nikotinergen Acetylcholin-Rezeptors verursacht wird [525, 527]. Außerdem 
kam es durch das Fehlen des EAT-3-Proteins oder die Mutation von eat-3 zur 
Fragmentierung von Mitochondrien [523]. In daf-2-Mutanten, die einen Defekt des 
Insulin/IGF-1-Rezeptors aufweisen und dadurch den unter Kalorienrestriktion bestehenden 
Stoffwechsel simulieren, reduzierte die eat-3 RNAi die Verlängerung der Lebensspanne, 
beruhend auf fragmentierten Mitochondrien, die im Vergleich zu elongierten Mitochondrien 
eine reduzierte ATP-Produktion, ein geringeres Membranpotential sowie eine erhöhte ROS-
Produktion aufwiesen [528–531].  
Laut Untersuchungen besteht eine Korrelation zwischen dem Schweregrad des 
pharyngealen Defekts und der verlängerten Lebensspanne, was bedeutet, dass mit 
verringerter alimentärer Zufuhr die Nematoden eine kleinere Körpergröße aufweisen, jedoch 
auch länger leben [524, 532]. Als Grund für die Langlebigkeit durch die Kalorienrestriktion 
wurde bei den eat-3-Mutanten anhand der gesteigerten LGG-1-Expression eine erhöhte 
Autophagie ermittelt, durch die geschädigte Proteine sowie Organellen entfernt werden und 




dient der aktivierte autophagosomale Abbauweg zur Gewinnung von Aminosäuren, die für 
Gluconeogenese oder andere Biosynthesereaktionen verwendet werden, wenn exogene 
Substrate fehlen [533, 534]. Unter Stressbedingungen scheint sich somit die 
lebensverlängernde Wirkung des Fehlens von EAT-3 umzukehren. Dies zeigte sich in einer 
weiteren Studie, in der die eat-3-Mutante eine Erhöhung der Sensitivität gegenüber 
Stressoren (wie Paraquat) bei erhöhter Bildung freier Radikale aufwies [523]. Die unter 
diesen Bedingungen gemessene erhöhte Expression der antioxidativ wirksamen 
Superoxiddismutase reicht offenbar zur Detoxifizierung der ROS nicht aus [523]. Zu betonen 
ist jedoch, dass die Untersuchung der Hitzestress-Resistenz im Rahmen der vorliegenden 
Arbeit mit dem mev-1-Stamm durchgeführt wurde. Auch in der vorliegenden Arbeit kam es 
vermutlich durch die eat-3 RNAi zu einer zusätzlichen Steigerung der Stresssensitivität und 
der Produktion von ROS in der Stress-sensitiven mev-1-Mutante. Die Hemmung der 
Autophagie und die Steigerung der ROS-Spiegel konnten jedoch weder durch die 
Kalorienrestriktion noch durch das Proteasom kompensiert werden. Insofern verursachte die 
eat-3 RNAi in mev-1 eine erhöhte Proteinaggregation. Ähnlich resultierte der Knockdown von 
OPA1 in retinalen Ganglienzellen in einer Aggregation des mitochondrialen Netzwerkes 
[535].  
So ist festzustellen, dass die erhöhte ROS-Produktion unter einer eat-3 RNAi in mev-1 zur 
Bildung von geschädigten Proteinen und Mitochondrien führt. Deren Akkumulation belastet 
hingegen die Degradationsmechanismen, insbesondere das UPS und die Mitophagie, 
woraufhin die mev-1-Nematoden trotz einer Kalorienrestriktion kürzer leben.  
 
5.3.2 Das funktionelle Fehlen von fzo-1 verhindert die Fusion von 
Mitochondrien und deren Elimination über Autophagosomen 
Mfn1 und Mfn2 stellen zwei Schlüsselproteine der mitochondrialen Fusion in Säugetieren dar 
[154, 536]. Beide Mitofusine, deren GTPase-Domänen für die mitochondriale Fusion 
essentiell sind, werden in vielen Geweben exprimiert, wobei Mfn2 hauptsächlich im Gehirn 
und Mfn1 vermehrt im Herz vorkommt [537]. Auch weist das zu fzo-1 homologe Protein Mfn1 
eine stärkere GTPase-Aktivität auf und bewirkt mit einer höheren Effizienz die Anbindung 
mitochondrialer Membranen in Abhängigkeit von der GTP-Hydrolyse [537].  
Der Knockdown von fzo-1 löste in verschiedenen Geweben von C. elegans, wie dem Darm 
oder den Neuronen, eine Laktatazidose aus, die durch die verminderte Fusion der 
Mitochondrien und den Funktionsverlust der Atmungskette verursacht wurde [538]. Unter 
diesen Bedingungen wird der Energiebedarf der Zellen durch vermehrte Glykolyse gedeckt 




der Glykolyse, Pyruvat, zu Lactat reduziert [538–540]. In Hefezellen kam es in Abwesenheit 
von FZO1 zu einer anomalen mitochondrialen Fusion sowie zu einer Senkung der 
Lebensspanne [541]. Auch daf-2-Mutanten lebten unter fzo-1 RNAi kürzer [528]. Als eine 
Erklärung hierfür lieferten die Autoren den Grund, dass die Nematoden mit einer Mutation im 
daf-2-Gen vermehrt elongierte Mitochondrien aufweisen, die in Abwesenheit von FZO-1 nicht 
mehr gebildet werden [528]. Laut Untersuchungen produzieren elongierte Mitochondrien 
effizienter ATP und weniger ROS [528, 542]. Umgekehrt wiesen nach dem Knockdown von 
Mfn1 murine Zellen eine reduzierte Fusion sowie stark fragmentierte Mitochondrien auf [543], 
die vermehrt ROS bildeten [529]. In vitro kam es in Zellen ohne Mfn1 oder Mfn2 zu einer 
Fragmentierung von Mitochondrien und einer erhöhten ROS-Produktion [544]. Die in der 
vorliegenden Arbeit beschriebene verstärkte ROS-Bildung in Abwesenheit von FZO-1 im 
mev-1-Stamm, der ohnehin erhöhte Superoxid-Anion-Spiegel aufweist [545], könnte somit 
das Ergebnis der verminderten Fusion bzw. der vermehrten Entstehung von fragmentierten 
Mitochondrien darstellen.  
Dass der Abbau von Mfn zu einer kompensatorisch gesteigerten Fission führt, welche die 
Mitophagie fördert [546], steht jedoch im Widerspruch zu der gesenkten Mitophagieaktivität 
unter fzo-1 RNAi. Der Grund für die verminderte Autophagie bzw. Lysosomenbildung in 
mev-1 ist möglicherweise die Zunahme von geschädigten Mitochondrien, die durch die 
erhöhte ROS-Bildung vermehrt auftreten [132, 547]. Des Weiteren überlastet vermutlich die 
Akkumulation geschädigter Mitochondrien bzw. von aggregierten Proteinen die Kapazität der 
Proteostase bzw. des UPS sowie der Mitophagie, was schließlich die Lebensspanne der 
Nematoden unter Hitzestress verkürzt.  
 
5.3.3 Die Hemmung der mitochondrialen Fission führt zur Akkumulation von 
geschädigten Mitochondrien 
In gesunden Zellen besteht ein Gleichgewicht zwischen Fission und Fusion [548]. Für die 
Fission gilt das in der mitochondrialen Außenmembran vorkommende Protein Fis1 durch die 
Interaktion mit Drp1 als essentiell [549]. Durch den Knockdown des humanen Fis1-Proteins 
kam es in vitro zu einer Hemmung der Teilung der Mitochondrien, was mit Seneszenz 
einhergeht [550–552]. Des Weiteren verursachte der Knockout von Fis1 in S. cerevisiae 
neben Wachstumsstörungen auch das Absterben von Zellen [553]. Eine exzessive 
Fissionsrate hingegen fördert die mitochondriale Freisetzung von Cytochrom c und führt 
somit zum Zelltod [554]. Das Fehlen von fis-1 wirkte sich negativ auf die Überlebenszeit von 
mev-1 aus. Dass die verminderte mitochondriale Fission mit reduzierter Mitophagie und 
erhöhter Proteinaggregation einhergeht [463, 555], konnte auch in dieser Arbeit bestätigt 




Elimination von geschädigten Mitochondrien, wodurch die Akkumulation von LC3/LGG-1-
Aggregaten zunahm [375].  
Auch im Hinblick auf die Fission kommt es wiederum zur Aktivierung von Mechanismen, die 
eine moderate Störung kompensieren können. So bilden elongierte Mitochondrien, die durch 
eine verminderte Fission auftreten, weniger ROS [528, 556]. Die festgestellte erhöhte ROS-
Bildung unter fis-1 RNAi in der vorliegenden Arbeit hingegen ist vermutlich das Resultat 
intrinsisch erhöhter ROS-Spiegel in mev-1. Diese können offenbar nicht mehr ausreichend 
kompensiert werden, sodass die reduzierte Fission die Mitochondrien irreparabel schädigt 
mit der Konsequenz erhöhter mitochondrialer ROS-Spiegel.  
Durch die Fission ermöglicht Drp1 die Teilung von Mitochondrien in Fragmente und 
ermöglicht somit deren Aufnahme durch Autophagosomen [546, 557]. Demnach weist dieses 
Protein auch in C. elegans für die mitochondriale Fission eine essentielle Bedeutung auf 
[550]. In der vorliegenden Arbeit kam es nach dem Knockdown von drp-1 zu einer 
signifikanten Verkürzung der Lebensspanne von mev-1. Im Gegensatz dazu konnte durch 
die Induktion der GTPase Drp1 die Lebensspanne von mittelalten Fruchtfliegen verlängert 
werden [546]. Des Weiteren sind Kompensationsmechanismen in Abhängigkeit vom 
Stressstatus beschrieben. So zeigten Studien, dass Drp1 bei Nahrungskarenz durch die 
Proteinkinase A inhibiert wird, was in einer Elongation von Mitochondrien resultiert, die bei 
Nährstoffmangel ihre Energiegewinnung anpassen, um die Zellviabilität aufrechtzuerhalten 
[558]. Bei Mäusen führte der Knockdown von Drp1 allerdings neben der Entstehung von 
elongierten Mitochondrien zu Herzversagen, mitochondrialer Funktionsstörung und 
frühzeitigem Tod [559]. Im Gegensatz dazu wurde die Lebensspanne von Wildtyp-Würmern 
unter drp-1 RNAi nicht beeinflusst [560]. In der mev-1-Mutante führte vermutlich die 
Dysfunktion der Fission zu einer reduzierten Mitophagie [561], die als Folge des drp-1-










5.3.4 GLB-1 ist für die Lebensspanne und die Mitophagie in mev-1 essentiell 
Bei den Globinen handelt es sich um Häm-bindende Proteine, die aus ungefähr 150 
Aminosäuren bestehen und eine typische dreidimensionale aus sechs bis acht Helices 
aufgebaute „Sandwich-Struktur" aufweisen [562, 563]. Es besteht eine strukturelle 
Ähnlichkeit zu den Globinen Hämoglobin und Myoglobin in Vertebraten [564]. In C. elegans 
wurden bisher 33 Gene (glb-1 bis glb-33) entdeckt, die für Globine kodieren [562]. Diese 
weisen Hypoxie-regulierte Elemente auf, die durch den hypoxia-inducible factor-1 (hif-1) 
aktiviert werden können [370, 565]. Der Transkriptionsfaktor HIF-1 wird durch Hypoxie 
induziert und führt zur Expression von Genen, die der Aufrechterhaltung der 
Sauerstoffkonzentration dienen, um das Zellüberleben unter Sauerstoffmangel zu fördern 
[565]. Je nach Lokalisation bzw. Gewebe variiert die Funktion der Globine in C. elegans 
[564, 566–568]. So kommt beispielsweise GLB-12 in somatischen Zellen vor und weist eine 
essentielle Funktion für die Reproduktion der Würmer auf [566]. Im Gegensatz dazu wird 
GLB-1 hauptsächlich in Neuronen und Muskeln produziert [562, 564]. Da C. elegans kein 
spezialisiertes Zirkulations- bzw. Respirationssystem aufweist, wird Letzteres auf 
molekularer Ebene reguliert [564]. Demnach ermöglicht die pentakoordinierte Struktur von 
glb-1 die reversible Bindung von Sauerstoff mit hoher Affinität ans Häm-Eisen, das aus 
einem wasserstoffgebundenen Netzwerk aus Tyrosin B10 und Glutamin E7 besteht [564, 
568]. Daneben dient glb-1 auch zur Speicherung von Sauerstoff [564]. Zu einer Steigerung 
der glb-1-Expression in den Nematoden kommt es unter hypoxischen Bedingungen [562]. 
HIF-1 ist in der Lage, durch die Expression von BNIP3 Mitophagie zu induzieren, um die 
Zellen vor Hypoxie zu schützen [370, 569, 570]. Des Weiteren wurde herausgefunden, dass 
HIF-1 für die Langlebigkeit von C. elegans unter hypoxischen Bedingungen benötigt wird 
[571]. Nach dem Knockdown von Frataxin, einem mitochondrialen eisenhaltigen Protein, 
treten ebenso Hypoxie-ähnliche Zustände auf, die in einer Studie mit den Nematoden erneut 
die Mitophagie aktiviert und die Lebensspanne verlängert haben [370]. Bei diesem Effekt 
könnte GLB-1 als ein Zielgen von HIF-1 eine essentielle Funktion übernehmen [370]. Die 
Essentialität von glb-1 für die Mitophagie und die Überlebenszeit zeigte sich schließlich auch 
in der vorliegenden Arbeit für die mev-1-Mutante.  
Da Globine bei der Detoxifikation von ROS eine wichtige Rolle spielen, passt es auch zu 
dem Ergebnis, dass unter glb-1 RNAi die ROS-Spiegel anstiegen [564]. Im Gegensatz zu 
vielen anderen Mitophagie-relevanten Genen sind für das Fehlen von glb-1 keine 
Kompensationsmechanismen beschrieben. Dies könnte erklären, weshalb die ROS-Spiegel 




5.3.5 PGAM-5 wird zum Schutz vor geschädigten Mitochondrien und ROS 
benötigt 
In Drosophila melanogaster bewirkte PGAM-5 bei mitochondrialem Stress über die 
Dephosphorylierung von ASK1 (apoptosis signaling kinase 1) die Aktivierung von FOXO 
[572]. Dies resultierte in der Expression protektiver Gene und in einer Verlängerung der 
Lebensspanne [572]. Umgekehrt lebten die Fruchtfliegen durch die Abwesenheit von 
PGAM5 im Vergleich zum Wildtyp signifikant kürzer, was mit der verminderten 
autophagosomalen Elimination von defekten Mitochondrien begründet wurde [150]. Des 
Weiteren könnte die Beeinflussung der Fission durch PGAM5 die Lebensspanne 
beeinflussen [150, 573], da dieser Prozess für die Auslösung der Mitophagie von 
wesentlicher Bedeutung ist [159, 574]. In Analogie hierzu ist zu schließen, dass die 
Abwesenheit von pgam-5 in C. elegans die Entfernung von geschädigten Mitochondrien 
verhindert und somit zu einer Verkürzung der Überlebenszeit der mev-1-Mutante führte.  
Ursprünglich wurde PGAM-5 als eine mitochondriale Phosphatase identifiziert, die oxidativen 
Stress durch die Bindung an Keap1 (Kelch-like ECH-associated protein 1) und Nrf2 
kontrolliert [158, 575]. Der Transkriptionsfaktor Nrf2 fördert durch die Bindung an die 
antioxidant response elements (ARE) in der regulatorischen Region von Zielgenen die 
Expression von Phase II-Enzymen sowie antioxidativen Enzymen [576]. Im Gegensatz dazu 
bewirkt der Repressor Keap1 unter basalen Bedingungen den Abbau von Nrf2 über das UPS 
und verhindert somit dessen Translokation in den Zellkern [576, 577]. Mit Keap1 sowie Nrf2 
bildet PGAM5 an der mitochondrialen Außenmembran einen ternären Komplex [578, 579]. 
Durch den Knockdown von Keap1 oder PGAM5 kam es zu einer erhöhten Expression von 
Nrf2-abhängigen Genen [578]. Dies würde bedeuten, dass die Abwesenheit von PGAM-5 
durch die Erhöhung der Produktion von antioxidativen Genen die ROS-Konzentration senken 
müsste. In der vorliegenden Arbeit wurde in C. elegans das Gegenteil beobachtet. Auch 
wenn in den Nematoden kein Homolog zu Keap1 existiert, wird davon ausgegangen, dass 
WDR-23 (WD Repeat protein 23) dessen Rolle übernimmt [344, 575]. Des Weiteren kann 
SKN-1 direkt mit PGAM-5 interagieren und die mitochondriale ROS-Produktion ermitteln 
[162, 344]. In Abwesenheit von WDR-23 gelangt das Nrf2-Homolog SKN-1 in den Zellkern 
und führt neben Stressresistenz auch zu einer Verlängerung der Lebensspanne [368, 575]. 
Es ist allerdings zu vermuten, dass die unter pgam-5 RNAi stattgefundene erhöhte nukleäre 
Translokation von SKN-1 und die damit einhergehende Aktivierung antioxidativer Enzyme, 
nicht ausreicht, die unter pgam-5 RNAi eintretende verminderte Elimination geschädigter 
Mitochondrien zu kompensieren. Daher kommt es offenbar in der mev-1-Mutante nach dem 
Knockdown von pgam-5 zu erhöhten ROS-Spiegeln und einer Verkürzung der 




Auch wenn bisher keine Studien über die ROS-Konzentration in C. elegans unter pgam-5 
existieren, kam es in einer Mausstudie durch die Depletion von PGAM5 ebenfalls zu einer 
erhöhten ROS-Produktion [580]. Demnach schützt PGAM5 die Zellen vor einer Nekroptose 
(einer spezifischen Form von programmierter Nekrose [581]) und ermöglicht somit die 
Elimination von geschädigten Mitochondrien durch Autophagie, wodurch die Überproduktion 
von ROS verhindert wird [580].  
 
5.3.6 Das Fehlen von DCT-1 in mev-1 führt zu einer Reduktion der Rezeptor-
vermittelten Mitophagie und der Lebensspanne 
DCT-1 stellt ein Homolog zu den Rezeptoren der mitochondrialen Außenmembran BNIP3 
und BNIP3L/NIX dar, welche die Mitophagie unter Wachstums- oder Stressbedingungen 
fördern [163]. In Mäusen kam es durch die Abwesenheit von NIX zu einer verminderten 
Elimination von Mitochondrien, da das DCT-1-Homolog durch die Interaktion mit 
LC3/GABARAP für die Aufnahme dieser Organellen durch Autophagosomen von 
wesentlicher Bedeutung ist [582, 583]. Des Weiteren fanden Palikaras et al. heraus, dass 
SKN-1 in C. elegans die Mitophagie über die Expression von dct-1 reguliert [368]. Der 
Transkriptionsfaktor hingegen wird durch oxidativen Stress bzw. ROS aktiviert, die durch die 
Ansammlung von geschädigten Mitochondrien erzeugt werden [162, 344, 368]. In den 
Nematoden führte der Knockdown von dct-1, wie bei einem SKN-1-Mangel, zu einer 
Depolarisation der Mitochondrienmembran, einer Störung der Morphologie des 
mitochondrialen Netzwerkes sowie einem Anstieg der cytoplasmatischen Calcium-
Konzentration [368]. Letztere gilt in Mitophagie-defizienten Tieren als Maß mitochondrialer 
Dysfunktion [162].   
Während die Lebensspanne von Wildtyp-Nematoden nach dem Knockdown von dct-1 im 
Vergleich zur Kontrolle unverändert blieb, nahm diese bei Würmern mit einer moderaten 
mitochondrialen Dysfunktion ab [368]. Auch lebten die N2-Nematoden unter dct-1 RNAi in 
Anwesenheit von Stressoren wie Hitze (37 °C) oder Paraquat kürzer [368]. Diese Ergebnisse 
stimmen mit denen der vorliegenden Arbeit überein und unterstreichen die Bedeutung der 
Mitophagie-relevanten Gene für die Stressresistenz insbesondere unter Stressbedingungen. 
In Übereinstimmung mit den Befunden der vorliegenden Arbeit ging der Knockdown von 
BNIP3 (Homolog zu DCT-1 [163]) auch in vitro mit einer stark erhöhten ROS-Produktion 
einher, was durch die Autoren auf die Akkumulation von geschädigten Mitochondrien 
zurückgeführt wurde [584].  
In langlebenden daf-2-Mutanten kam es unter dct-1 RNAi neben der Verringerung der 




eat-2-Mutanten, die eine Kalorienrestriktion und eine verlängerte Lebensspanne aufweisen 
[525], in Abwesenheit von DCT-1 kürzer, was zeigt, dass die Mitophagie für die protektiven 
Effekte von Langlebigkeitsgenen eine essentielle Rolle spielt [368, 525].  
Schiavi et al. fanden heraus, dass es in C. elegans in Abhängigkeit von hif-1 zu einer 
erhöhten Expression von dct-1 und einer Abnahme des SQST-1-Proteins kommt [370]. Dies 
zeigt, dass die Induktion von dct-1 in einer erhöhten Autophagie resultiert, durch die u.a. das 
Adaptorprotein SQST-1 abgebaut wird [370]. Demnach müsste die Hemmung von dct-1 in 
einer Abnahme der Autophagie bzw. der Mitophagie resultieren, was mit der hier 
festgestellten erhöhten SQST-1::GFP-Fluoreszenz und der verminderten Lysosomenbildung 
in mev-1 übereinstimmt. Auch bewirkte das Fehlen von DCT-1 in  Nematoden, wie in 
Abwesenheit von BEC-1, einen Anstieg der mitochondrialen Masse [162], was als ein 
Indikator für die Akkumulation von geschädigten Mitochondrien [585] und somit auch für die 
Abnahme der Mitophagie gilt [586]. Schließlich führen diese Störungen zu dem ermittelten 
Anstieg der Proteinaggregation und vermindern die Stressresistenz von mev-1. 
 
5.3.7 Der funktionelle Verlust des Mitophagie-relevanten Gens pdr-1 wird 
durch andere Gene kompensiert 
Seit ihrer Entdeckung im Jahr 2008 steht die PINK1/Parkin-vermittelte Mitophagie im Fokus 
der Mitophagie-Forschung [587]. Wie bereits erwähnt, bewirkt die Serin/Threonin-Kinase 
PINK1 nach ihrer Akkumulation auf geschädigten Mitochondrien die Rekrutierung von Parkin 
[588]. Nach der Phosphorylierung der UBL-Domäne durch PINK1 katalysiert die E3-
Ubiquitin-Ligase die Übertragung von Ubiquitinmolekülen auf mitochondriale Substrate [589]. 
Laut Untersuchungen kann eine Störung des PINK1/Parkin-Signalweges, beispielsweise bei 
Diabetes-Patienten, Kardiomyopathien verursachen, bei denen die Herzmuskelzellen durch 
mitochondriale Dysfunktion geschädigt werden [590]. Auch wenn generell von einer 
PINK1/Parkin-vermittelten Mitophagie berichtet wird, deuten die Untersuchungen bzw. 
Ergebnisse der vorliegenden Arbeit darauf hin, dass beide Komponenten auch unabhängig 
voneinander agieren können, da die pink-1 RNAi zu verminderter Mitophagie und 
Überlebenszeit unter Hitzestress führte, während der Knockdown des Parkin-Homologs 
pdr-1 die Mitophagie steigerte und somit eine Verkürzung der Überlebenszeit von mev-1 bei 
37 °C verhinderte.  
Auch in verschiedenen Studien resultierte der Knockdown von pink1 in einer Abnahme der 
Stress-induzierten Autophagie, einer vermehrten ROS-Produktion und einem erhöhten 
Zelltod [591–593]. Weiterhin führte das funktionelle Fehlen von pink1 zu einer Verkürzung 




der dauerhafte Verlust bzw. der Knockdown von pink1 zu mitochondrialen Störungen, wie 
z.B. einer Dysfunktion der Elektronentransportkette, einem verminderten Membranpotential, 
einer Fehlregulation der Calcium-Homöostase und einer erhöhten ROS-Produktion führt 
[588]. Palikaras et al. fanden heraus, dass unter pink-1 RNAi die Lebensspanne von lang 
lebenden daf-2-Mutanten von C. elegans abnimmt und eine moderate mitochondriale 
Dysfunktion auftritt [368]. Die RNAi von pink-1 hatte den gleichen lebensverkürzenden Effekt 
in Nematoden mit einer Mutation von isp-1 (iron-sulfur protein) [368]. Bei isp-1 handelt es 
sich um ein Gen, das für eine Untereinheit des Komplex III kodiert [595]. Seine Störung geht 
mit einer erhöhten mitochondrialen ROS-Produktion einher, die zur Mitohormesis führt, 
wodurch eine Aktivierung von antioxidativen Enzymen (wie z.B. Superoxiddismutase) 
stattfindet und die Würmer eine erhöhte Stressresistenz zeigen [595, 596]. Auch im Hinblick 
auf die Mitohormesis scheint es somit ein Optimum des Stressreizes zu geben [597], der 
offenbar aber in funktioneller Abwesenheit von pink-1 eine Anpassung an den Stress 
verhindert. Im Einklang hiermit wurde in einer Studie, in der Nematoden mit Paraquat, einem 
ROS-induzierenden Herbizid [598], behandelt wurden, unter Funktionsverlust von pink-1 eine 
Zunahme der Sensitivität gegenüber oxidativem Stress beobachtet [371]. Die erhöhte 
Stressempfindlichkeit ist in mev-1 aufgrund der erhöhten ROS-Produktion evident [318] und 
tritt unter pink-1 RNAi in Form einer gesteigerten ROS-Konzentration und einer verkürzten 
Überlebenszeit bei Hitzestress auf. 
Des Weiteren weist auch der Anstieg der Proteinaggregation und die Abnahme der 
Proteasomaktivität in mev-1 darauf hin, dass unter pink-1 RNAi keine Kompensation der 
ausgelösten mitochondrialen Schäden mehr möglich ist. Die Hypothese, dass in funktioneller 
Abwesenheit von PINK-1 die Degradation von geschädigten Mitochondrien abnimmt, die 
daraufhin vermehrt ROS produzieren [453], wurde in der vorliegenden Arbeit absolut 
unterstützt, da nicht nur die mitochondriale ROS-Konzentration zunahm, sondern auch die 
Elimination geschädigter Mitochondrien über Autophagie und lysosomalen Abbau deutlich 
reduziert war. Tatsächlich wurde herausgefunden, dass eine Fehlfunktion des PINK1-Gens 
als ein Risikofaktor für Diabetes mellitus Typ 2 gilt [599, 600]. Dies verdeutlicht somit die 
irreversible Schädigung von Zellen unter Bedingungen des erhöhten ROS-Stresses, wie er 
auch in mev-1 vorliegt und in funktioneller Abwesenheit von PINK-1 zunimmt. 
Parkin stellt eine RGR (RING-in-between-RING) E3-Ubiquitin-Ligase dar, die 
Ubiquitinmoleküle im Rahmen von zwei Reaktionsschritten auf die Substrate überträgt, 
wobei die K63-Polyubiquitinierung die Elimination durch Autophagosomen fördert [60, 601]. 
Für seine Translokation zu den geschädigten Mitochondrien ist Parkin auf PINK1 
angewiesen [151]. Pdr-1 ist ortholog zu Parkin in Säugetierzellen und kommt in den meisten 
Neuronen von C. elegans vor [602]. In Drosophila resultierte der Knockdown von Parkin in 




Männchen [603]. Bei Mäusen kam es durch den Knockdown von parkin zu einer Störung der 
Mitophagie und somit auch zu einer Akkumulation von geschädigten Mitochondrien, 
woraufhin die Tiere kardiale Funktionsstörungen sowie eine verminderte Lebensspanne 
aufwiesen [559]. Die Ergebnisse stehen im Widerspruch zu den in der vorliegenden Arbeit 
vorkommenden Ergebnissen, da in mev-1 in funktioneller Abwesenheit von pdr-1 zwar eine 
erhöhte ROS-Produktion stattfand, jedoch die Überlebenszeit der Nematoden bei 37 °C nicht 
beeinflusst wurde. Auch oxidativer Stress zählt zu den Effekten eines Parkin-Knockouts 
[604]. Da PDR-1 stromabwärts von PINK-1 wirkt [376], besteht die Möglichkeit, dass PINK-1 
in Abwesenheit von PDR-1 andere E3-Ubiquitin-Ligasen zu den geschädigten Mitochondrien 
rekrutiert und so die Mitophagie in den Nematoden induziert. Dementsprechend fanden 
Lazarou et al. heraus, dass Parkin lediglich das Signal zur Induktion der Mitophagie 
verstärkt, welches durch das PINK1-generierte Phospho-Ubiquitinmolekül erzeugt wird [605]. 
Interessanterweise war trotz der erhöhten ROS-Spiegel die Proteinaggregation in mev-1 
unverändert. Erklärbar ist dies durch die in funktioneller Abwesenheit von pdr-1 gesteigerte 
Autophagosomen- und Lysosomenbildung, die offensichtlich unter pdr-1 RNAi unabhängig 
von PINK-1 erfolgt. Unter Bedingungen, unter denen weder pdr-1 noch dct-1 RNAi alleine 
eine Überlebenszeitverkürzung verursachen, deutet die Abnahme der Überlebenszeit der 
Nematoden unter Doppel-RNAi von dct-1 und pdr-1 darauf hin, dass in funktioneller 
Abwesenheit von PDR-1 die BNIP-3- bzw.- DCT-1-vermittelte Mitophagie vermehrt aktiviert 









Abbildung 5.2 In Abwesenheit von Mitophagie-relevanten Genen nimmt die Autophagie ab 
Der Knockdown von Mitophagie-relevanten Genen, mit Ausnahme von pdr-1, führt zu einer Hemmung 
der Autophagie. In funktioneller Abwesenheit von PDR-1 kommt es zu einer Aktivierung der DCT-1-
vermittelten Mitophagie, wodurch ein Anstieg der Proteinaggregation trotz erhöhter mitochondrialer 



















Dass im Vergleich zu den anderen Mitophagie-relevanten Genen die Lebensspanne und die 
Proteinaggregation unter pdr-1 RNAi in der mev-1-Mutante im Vergleich zur Kontrolle gleich 
blieben, deutet auf die Aktivierung von Kompensationsmechanismen hin (Abbildung 5.2). 
Hierbei kommt jedoch das Proteasom nicht in Frage, da sich dessen Aktivität nach dem 
Knockdown von pdr-1 nicht veränderte. Im Gegensatz dazu lässt jedoch die Abnahme der 
Überlebenszeit der Nematoden unter Doppel-RNAi von dct-1 und pdr-1 vermuten, dass in 
funktioneller Abwesenheit von pdr-1 die BNIP3- bzw. DCT-1-vermittelte Mitophagie vermehrt 








Weltweit nimmt die durchschnittliche Lebenserwartung und damit auch die Häufigkeit von 
altersbedingten Gesundheitsstörungen wie Diabetes mellitus Typ 2 zu. Diabetische 
Spätfolgen sind dabei die Konsequenz längerfristiger Hyperglykämien. Neben der akkuraten 
Kontrolle des Blutzuckers bzw. der konventionellen Therapie sind auch adjuvante 
Behandlungsmöglichkeiten, wie die Applikation sekundärer Pflanzeninhaltsstoffe, zu denen 
die Polyphenole zählen, von besonderem Interesse. Zur Gruppe der Polyphenole gehört 
auch das am besten untersuchte Flavonol Quercetin aus Äpfeln und Zwiebeln. 
Studien am Modellorganismus Caenorhabditis elegans (C. elegans) zeigten bereits, dass die 
Inkubation mit Glucose die Lebensspanne der Nematoden verkürzt. Als einer der hierfür 
verantwortlichen Mechanismen wurde in der mev-1-Mutante, die durch erhöhte 
Konzentrationen von reaktiven Sauerstoffkonzentrationen (ROS) in den Mitochondrien 
gekennzeichnet ist, die Senkung der Aktivität des Proteasoms identifiziert. Durch zusätzliche 
Behandlung mit Quercetin konnte sowohl die Proteasomaktivität als auch die Überlebenszeit 
unter Hitzestress wieder auf den Wert der Kontrolle zurückgeführt werden, was mit einer 
Hemmung der Glucosetoxizität einhergeht. So war das Ziel der vorliegenden Arbeit die 
Bedeutung des Aggresoms als potentielle Zielstruktur von Quercetin im Rahmen der 
Glucose-induzierten Schädigungen in der mev-1-Mutante zu erforschen. 
Bei dem sogenannten Aggresom handelt es sich um ein Einschlusskörperchen, das bei einer 
Überlastung oder Störung des Ubiquitin-Proteasom-Systems aus aggregierten Proteinen 
zusammengesetzt wird, um deren toxischen Einfluss auf die Zellfunktionen zunächst durch 
Speicherung und schließlich durch Elimination via Autophagie zu verhindern. An der Bildung 
von Aggresomen sind verschiedene Adaptorproteine wie ubql-1 oder sqst-1 beteiligt, welche 
die polyubiquitinierten Proteine mithilfe des Dyneinmotorkomplexes, dessen wichtiger 
Bestandteil dnc-1 ist, zunächst entlang der Mikrotubuli in die Nähe des Zellkerns 
transportieren.  
Nach dem mittels RNA-Interferenz (RNAi) erzielten Knockdown der Aggresom-relevanten 
Gene ubql-1 bzw. dnc-1 kam es zu einer Erhöhung der Proteinaggregation und einer 
Verkürzung der Überlebenszeit unter Hitzestress bei 37 °C. Unter RNAi der beiden Gene 
führte Glucose nicht zu einer weiteren Verkürzung der Überlebenszeit, wobei Quercetin 
diese unter Glucoseexposition auch nicht mehr verlängern konnte. Dies weist darauf hin, 
dass Glucose durch Hemmung und Quercetin durch Aktivierung dieser Aggresom-relevanten 
Gene die Stressresistenz und die Überlebenszeit von mev-1 gegenteilig beeinflussen. Der 
Knockdown von sqst-1 hingegen hatte trotz der Verringerung der Autophagie keinen Effekt 




oder die Verlängerung der Überlebenszeit durch Quercetin in Gegenwart von Glucose. 
Demnach wurde sqst-1 im Gegensatz zu ubql-1 und dnc-1 nicht als Zielgen von Glucose und 
Quercetin ermittelt. Aufgrund des Anstiegs der Proteasomaktivität unter sqst-1 RNAi konnte 
das Proteasom als kompensatorischer Mechanismus für die reduzierte Aggresombildung 
identifiziert werden.  
Da die Mitochondrien unter hyperglykämischen Bedingungen durch die vermehrte ROS-
Produktion an diabetischen Spätfolgen beteiligt sind, wurde noch die spezifische Elimination 
dieser Organellen durch die Mitophagie untersucht. Unter RNAi von Mitophagie-relevanten 
Genen (dct-1, drp-1, eat-3, fis-1, fzo1, glb-1, pink-1 und pgam-5) kam es nicht nur zu einer 
Verkürzung der Überlebenszeit von mev-1 bei 37 °C, sondern auch zur Verringerung der 
Proteasomaktivität, der Autophagie und der Bildung von Lysosomen, wohingegen die 
mitochondrialen ROS-Spiegel und die Proteinaggregation zunahmen. Nur in funktioneller 
Abwesenheit von PDR-1 blieben trotz des Anstiegs der ROS-Konzentration die 
Überlebenszeit der Nematoden, die spezifische Aktivität des Proteasoms sowie die 
Proteinaggregation im Vergleich zur Kontrolle unverändert. Dies liegt offenbar an der 
kompensatorischen Induktion der Mitophagie im Falle des Knockdowns von pdr-1. 
Zusammenfassend lässt sich feststellen, dass die Zunahme der Proteinaggregation durch 
die Störung der Bestandteile des Proteostase-Netzwerkes die Überlebenszeit von C. elegans 
unter Stressbedingungen beim Fehlen von Kompensationsmechanismen beeinträchtigt. 
Diese fanden nur in funktioneller Abwesenheit von sqst-1 und pdr-1 statt. Somit besitzt 
neben der Degradation der Mitochondrien über Autophagosomen auch die Elimination von 
geschädigten Proteinen über die Aggresomen eine wesentliche Bedeutung für die 
Lebensspanne der Nematoden. Hierbei konnten in der mev-1-Mutante ubql-1 und dnc-1 als 
Aggresom-relevante Zielgene von Quercetin in Bezug auf die Verlängerung der 











Along with the globally increasing life expectancy the frequency of age-related health 
problems like type 2 diabetes mellitus increases as well. Complications of diabetes are a 
consequence of longer-term hyperglycemia. Apart from an accurate blood sugar control or 
conventional therapy there is also an interest in adjuvant treatment options like the 
application of secondary plant products which include polyphenols. The best studied flavonol 
quercetin from apples and onions belongs to the polyphenols, too.  
Research studies using the model organism Caenorhabditis elegans (C. elegans) already 
showed that incubation with glucose decreases survival of the nematodes. One of the 
responsible mechanisms is the reduction of proteasomal activity in the mev-1 mutant, which 
is characterized by increased concentrations of reactive oxygen species (ROS) in 
mitochondria. By the additional treatment with quercetin proteasome activity as well as 
survival under heat stress was on the control level again indicating an inhibition of 
glucotoxicity. So, the aim of the current thesis was the examination of the meaning of the 
aggresom as a molecular target for the preventive effects of the polyphenol quercetin 
regarding the glucose-induced damage in the mev-1 mutant.              
The so-called aggresomes are inclusion bodies composed of aggregated proteins when the 
ubiquitin-proteasome-system is overloaded or impaired to inhibit their toxic effects on cell 
function by storage and elimination via autophagy. Different adaptor proteins like ubql-1 or 
sqst-1 are involved in the formation of aggresomes by binding polyubiquitinated proteins and 
transporting them with the dynein motor complex, containing the important component dnc-1, 
initially along the microtubules to the vicinity of the nucleus. 
After the knockdown of aggresome-related genes ubql-1 and dnc-1 by RNA interference 
(RNAi), protein aggregation increased and survival measured under heat stress at 37 °C was 
decreased. Under RNAi versus both genes, glucose did not lead to a further reduction of 
survival, whereas quercetin could not prolong it under glucose exposition. This shows that 
glucose-induced inhibition and quercetin-induced activation of aggresome-related genes 
influence the stress resistence and survival of mev-1 conversely. However, despite the 
reduction of autophagy, knockdown of sqst-1 had no effects on the survival of the 
nematodes, on the survival reduction by glucose or the survival prolongation by quercetin in 
the presence of glucose. So, in opposite to ubql-1 and dnc-1, sqst-1 was not detected as a 
target gene of glucose and quercetin. Because of the increase of proteasome activity under 
RNAi versus sqst-1 the proteasome could be identified as a compensatory mechanism 




As mitochondria are involved in diabetic complications through the increased ROS 
production under hyperglycemic conditions, the specific elimination of these organelles via 
mitophagy was also examined. Under RNAi versus mitophagy-related genes (dct-1, drp-1, 
eat-3, fis-1, fzo1, glb-1, pink-1 und pgam-5) survival of mev-1 at 37 °C, proteasome activity, 
autophagy as well as the formation of lysosomes were reduced, whereas the mitochondrial 
ROS levels and protein aggregation were increased. Only in functional absence of PDR-1, 
survival of the nematodes, proteasome activity and protein aggregation were not influenced 
compared to the control group despite the increased ROS concentration. This is apparently 
achieved by the compensatory induction of mitophagy after knockdown of pdr-1.  
In summary, it can be established that the increase of the protein aggregation by the 
disturbance of members of the proteostasis-network without compensatory mechanisms 
impairs survival of C. elegans under heat stress conditions. These mechanisms occured 
solely in functional absence of sqst-1 and pdr-1. Therefore, besides the degradation of 
mitochondria via autophagosomes also the elimination of damaged proteins through 
aggresomes is important for survival of the nematodes. Here, ubql-1 and dnc-1 could be 
identified as aggresome-relevant molecular targets in the mev-1 mutant regarding the 
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9 Appendix: Material  
9.1 Nematodenstämme 
In Tabelle 9.1 sind die in der vorliegenden Arbeit verwendeten C. elegans-Stämme, die vom 
Caenorhabditis Genetics Center (CGC, University of Minnesota, St. Paul, MN, USA) 
bezogen wurden, mit Angabe des jeweiligen Genotyps aufgeführt.  
Tabelle 9.1 Nematodenstämme 













* Der transgene Wurmstamm SJ4005 (zcIs4 [hsp-4p::GFP] V) wurde mit dem für die vorliegende 
Arbeit relevanten TK22-Nematoden (mev-1) von Dorothé Jenni Eisermann (Arbeitsgruppe Wenzel) 
gekreuzt [430].  
 
9.2 Bakterienstämme 
Tabelle 9.2 zeigt die in dieser Arbeit verwendeten Bakterienstämme. Während der E. coli-
Stamm OP50 vom CGC (University of Minnesota, St. Paul, MN, USA) zur Verfügung gestellt 
wurde, stammt der HT115-Klon von BioScience – Lifesciences (UK). 
Tabelle 9.2 Bakterienstämme 
Stamm Genotyp Referenz 
E. coli OP50 
E. coli HT115 
 
 
NovaBlue Giga Singles™ (E. coli) 
ura- 
F-, mcrA, mcrB, IN(rrnD-rrnE)1, lambda-, 
rnc14::Tn10(DE3 lysogen: lavUV5 
promoter -T7 polymerase) 
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Tabelle 9.3 gibt die in der vorliegenden Arbeit eingesetzten RNAi-Klone wieder, die aus den 
RNAi-Bibliotheken von Ahringer (C. elegans RNAi Library) [380, 607] bzw. Vidal (C. elegans 
ORF RNAi Library) [608] stammen. 
Tabelle 9.3 RNAi-Klone 































DAF-16/FOXO controlled, germline tumor affecting 
dynactin complex component 
dynamin-related protein 
eating: abnormal pharyngeal pumping 
S. cerevisiae FIS1-related 
FZO (Fzo mitochondrial fusion protein) related 
globin related 
heat shock protein 
human PERK kinase homolog 
Parkinson's disease related 
phosphogycerate mutase homolog 




* Die sqst-1- und dnc-1-RNAi-Bakterien wurden im Rahmen der vorliegenden Arbeit kloniert (Kap. 
3.7). 
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9.4 Verbrauchsmaterialien mit Hersteller 
In Tabelle 9.4 sind die in der vorliegenden Arbeit verwendeten Verbrauchsmaterialien 
aufgelistet. Bezogen wurden diese von Brand GmbH (Wertheim, D), Carl Roth GmbH & Co. 
KG (Karlsruhe, D), Duran Group GmbH (Wertheim/Main, D), Gilson Inc. (Middleton, USA), 
Greiner Bio-One GmbH (Frickenhausen, D), Labcon North America (Petaluma, USA), 
Pechiney Plastic Packaging (Chicago, USA), Qiagen (Hilden, D), Sarstedt AG & Co. 
(Nürnbrecht, D) und VWR (früher: Peqlab) International GmbH (Erlangen, D). 
Tabelle 9.4 Verbrauchsmaterialien mit Hersteller 
Material Hersteller 
Amersham Hyperfilm ECL (18x24 cm) 
Bechergläser 
Deckel für 2 ml-Schraubdeckelgefäße 
Deckel für 384-well-Mikrotiterplatten 
Deckgläser (24x50 mm) 
Edelstahlskalpell 
Erlenmeyerkolben (verschiedene Größen) 
Gefrier- und Kochfolie 
Laborflaschen mit Schraubverschluss 
Messzylinder 
Mikrotiterplatten (96 well, 384 well) 
Multi-well-Platten (24 well) 
Objektträger (25x75 mm) 
Parafilm M (10,2 cmx38,1 m) 
Pasteurpipetten (mit/ohne Wattestopfen, 150 mm) 
PCR-Reaktionsgefäße (0,2 ml) 
Petrischalen (35x10 mm, 92x16 mm) 
Pipettenspitzen (10 µl, 200 µl 1000 µl) 
Pipettenspitzen low retention (10 µl, 200 µl, 1000 µl) 













Pechiney Plastic Packaging 
Carl Roth 
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Polyvinylidenfluorid-Membran (Porengröße 0,45 μm) 
Precellys Keramikkügelchen (1,4 mm) 
Reaktionsgefäße (1,5 ml, 2 ml) 
Rotilabo® Abdeckfolie für Mikrotiterplatten 
Rotilabo® Aluminiumfolie 
Rotilabo® Cryoboxen 
Rotilabo® Einmalküvetten Halbmikro (1,5 ml) und Mikro (70 μl) 
Rotilabo® Impföse 
Schraubdeckelreaktionsgefäße (2 ml) 
Seriendosieraufsatz Distrip (125 ml, 1250 ml, 12500 ml) 
Serologische Pipetten (2 ml, 5 ml, 10 ml, 25 ml) 
Whatman-Papier (20x20 cm, 0,34 mm) 
Zahnstocher 
Zellkulturröhrchen (15 ml, 50 ml) 


















Des Weiteren sind in Tabelle 9.5 die in der vorliegenden Arbeit genutzten Geräte und 
Laborhilfsmittel aufgeführt. 
Tabelle 9.5 Geräte und Laborhilfsmittel 
Geräte Hersteller 
Autoklav Systec DB23 
Biophotometer Plus 
Cryo 1 °C Freezing Container 
Elektrophorese Komplettsystem Mini Protean 3 Cell 
Elektrophorese System Perfect Blue Gelsystem™ 
Systec (Wettenberg, D) 
Eppendorf (Hamburg, D) 
Nalgene® Labware (Langenselbold, D) 
Biorad (München, D) 
VWR (Erlangen, D) 
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Fluoroskan Ascent FL 
Fluoreszenzmikroskop EVOS fl Colour 
Homogenisator, Precellys® 24 
Inkubator 
Kaltlichtquelle KL200 
Kühlzentrifuge Universal 320 R 
Mikrowelle 
Moticam 2500 USB 






Schüttler Unimax 1010 mit Inkubator 






Thermocycler Verit® 96 Well Thermal Cycler 
ThermoShaker (Biometra, TS1) 
Thermostatschrank 




Thermo Fisher Scientific (Karlsruhe, D) 
AMG (Bothell, USA) 
VWR (Erlangen, D) 
WTB Binder (Tuttlingen, D) 
Schott AG (Mainz, D) 
Hettich (Tuttlingen, D) 
Cinex (Ascheberg, D) 
Bayersdörfer (Saarbrücken-Eschringen, D) 
Protec Medizintechnik (Oberstenfeld, D) 
Schott Instruments (Mainz, D) 
Hirschmann (Eberstadt, D) 
Kern & Sohn (Balingen, D) 
Carl Roth (Karlsruhe, D) 
Eppendorf (Hamburg, D) 
Heidolph (Hamburg, D) 
Owl (Portsmouth, USA) 
Gilson (Bad Camberg, D) 
Breukhoven Microscope Systems 
(Capelle a/d IJssel, NL) 
WTB Binder (Tuttlingen, D) 
Heraeus (Hanau, D) 
Applied Biosystems (Darmstadt, D) 
Anayltik Jena AG (Jena, D) 
Lovibond (Dortmund, D) 
Hettich (Tuttlingen, D) 
Heraeus (Hanau, D) 
neoLab (Heidelberg, D) 
Bandelin electronic (Berlin, D) 
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(2 μl, 10 μl, 20 μl, 100 μl, 200 μl, 1000 µl) 
VisiBlue™ Transilluminator 
Vortex Mixer Reax Control 
Wasseraufbereitungssystem Synergy 
Wasserbad 
Zentrifuge Mikro 120 
Siemssen Product Service GmbH 
(Münster, D) 
neoLab (Heidelberg, D) 
Gilson (Bad Camberg, D) 
 
UVP (Cambridge, UK) 
Heidolph Instruments (Schwabach, D) 
Merck Millipore (Burlington, USA) 
Bandelin electronic (Berlin, D) 
Hettich (Tuttlingen, D) 
 
9.6 Chemikalien und Reagenzien 
In Tabelle 9.6 sind die in der vorliegenden Arbeit verwendeten Chemikalien und Reagenzien 
mit Angabe des jeweiligen Herstellers und der entsprechenden Bestellnummer aufgeführt. 
Diese wurden von AppliChem (Darmstadt, D), Bio-Rad Laboratories GmbH (München, D), 
Carl Roth GmbH & Co. KG (Karlsruhe, D), Merck KGaA (Darmstadt, D), Promega (Madison, 
USA), Serva Electrophoresis GmbH (Heidelberg, D), Sigma-Aldrich Chemie GmbH 
(München, D) und Thermo Fisher Scientific (Karlsruhe, Deutschland) bezogen. 
Tabelle 9.6 Chemikalien und Reagenzien 




2x Yeast Tryptone (YT)-Medium 
Acrylamid-Lösung (30 %) 
Adenosin-5‘-triphosphat Dinatriumsalz (ATP) 



















Albumin aus Rinderserum (BSA) 
Ammoniumpersulfat  
Ampicillin Natriumsalz 
Bio-Rad Protein Assay Farbstoffkonzentrat 
Bromphenolblau 
Calciumchlorid Dihydrat (CaCl2*2 H2O) 
Carbenicillin-Dinatriumsalz 
Cholesterol 
Coomassie® Brillant Blau R-250 
Diethyldicarbonat (DEPC) 
Dikaliumhydrogenphosphat (K2HPO4) 




Ethanol (> 99.5 %) 
Ethanol (70 %, vergällt) 
Ethylendiamintetraessigsäure (EDTA) 






































































LysoTracker® Red DND-99 
Magnesiumchloride Hexahydrat (MgCl2*6 H2O) 















Pepton aus Casein 
Ponceau S 




Roti®-Free Stripping-Puffer 2.0 (ready-to-use) 
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SYBR® Safe DNA Gel Stain 






Wasserstoffperoxid (H2O2, 30 %) 
α-D(+)-Glucose Monohydrat 
Thermo Fisher Scientific 


















9.7 Puffer und Lösungen 
Tabelle 9.7 zeigt die in dieser Arbeit eingesetzten Puffer und Lösungen mit der Angabe von 
der Konzentration, den einzelnen Bestandteilen sowie den entsprechenden Mengenangaben 
und dem jeweiligen Lösungsmittel. 
Tabelle 9.7 Stammlösungen 
Stammlösung Konzentration Lösungsmittel 
Ampicillin 
a)












 25 mg/ml 50 % Ethanol 
Cholesterol 
a)



























bidest. H2O  
50 % Ethanol 
























































TRIS (pH 8,3) 
c)
 
TRIS (pH 8,5) 
c)
 
TRIS (pH 8,8) 
c)
 
TRIS-HCl (pH 6,8) 
c)
 



























































Die Stammlösungen wurden bei -20 °C 
a)
, bei 4 °C 
b)
 oder bei Raumperatur 
c)
 gelagert. Im Gegensatz 
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Puffer und Lösungen für die Kultivierung von C. elegans 
Tabelle 9.8 Bleichlösung 
Bleichlösung  
NaOH (5 M) 





Die Bleichlösung wurde für jeden EggPrep frisch hergestellt. 
 
Tabelle 9.9 Einfrierpuffer A 
Einfrierpuffer A (pH 5,95)  
K2HPO4 (50 mM) 
K2HPO4 (50 mM) 
NaCl 
bidest. H2O 
64,5 ml  
435,5 ml 
2,9 g 
ad 500 ml 
Nach dem Autoklavieren erfolgte die Lagerung des Einfrierpuffers A bei 4 °C.  
 
Tabelle 9.10 Einfrierpuffer B 
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Die Lagerung der Ethanol-Tween®20-Lösung fand bei 4 °C statt.  
 










Nach dem Autoklavieren bei 121 °C wurde die Lösung auf 60 °C abgekühlt und unter sterilen 
Bedingungen mit 1 ml MgSO4 (1 M) versetzt. Bei Raumtemperatur erfolgte die Lagerung des fertigen 
M9-Puffers.  
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ad 500 ml 
Die Lösung wurde nach dem Autoklavieren bei Raumtemperatur gelagert.  
 
Tabelle 9.15 Levamisol 





Die Lagerung der Levamisol-Lösung erfolgte bei 4 °C, wobei diese zur Betäubung der Nematoden für 
fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen diente. 
 
Puffer und Lösungen für biochemische Methoden 
Tabelle 9.16 3x Lämmli-Puffer 
3x Lämmli-Puffer  
Tris-HCl (1 M, pH 6,8) 
SDS (20 %, w/v) 
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Tabelle 9.17 Blotpuffer nach Towbin 








ad 1000 ml 
Gelagert wurde der Towbin-Puffer bei Raumtemperatur. 
 
Tabelle 9.18 10x Laufpuffer 








ad 1000 ml 
Die Lagerung des 10x Laufpuffers fand bei Raumtemperatur statt, wobei er vor Gebrauch 1:10 mit 
bidest. H2O verdünnt wurde.  
 
Tabelle 9.19 10x PBST-Puffer 
10x PBST-Puffer  




Wie der 10x PBS-Puffer war auch der 10x PBST-Puffer bei Raumtemperatur lagerfähig und musste 
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Tabelle 9.20 Enhanced Chemoluminescence (ECL)-Lösung 
ECL-Lösung  
Lösung A 





H2O2 (30 %) 
bidest. H2O 
 







Für den Nachweis von HRP-konjugierten Antikörpern wurden 10 ml der ECL-Lösung A mit 30 μl der 
ECL-Lösung B versetzt. Diese Mischung wurde vor Gebrauch frisch angesetzt, wohingegen die 
verschiedenen Lösungen 1 Woche bei 4 °C gelagert werden konnten.  
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Tabelle 9.22 Ponceau S 
Ponceau S  





ad 100 ml 
Die Lagerung der Ponceau S-Lösung erfolgte bei Raumtemperatur, wobei sie vor Gebrauch 1:10 mit 
bidest. H2O verdünnt wurde. 
 
Tabelle 9.23 Coomassie-Färbelösung 
Coomassie-Färbelösung  
Coomassie® Brillant Blau G-250 (0,25 %, w/v) 
Methanol (50 %) (45,5 %, v/v) 
Essigsäure (98 %) (9,2 %, v/v) 
0,5 g 
ad  200 ml 
20 ml 
Die Coomassie-Färbelösung war (nach dem Filtrieren) bei Raumtemperatur lagerfähig. 
 
Tabelle 9.24 Entfärbelösung 
Entfärbelösung (Coomassie-Färbung)  
Ethanol (30 % v/v) 




ad 1000 ml 
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Tabelle 9.25 Lysepuffer I 
Lysepuffer I (Wurm-Lysepuffer für die Proteinextraktion)  









ad 1000 ml 
Der Lysepuffer I wurde bei 4 °C gelagert.  
 
Tabelle 9.26 10x TBS-Puffer 






ad 100 ml 
Der 10x TBS-Puffer wurde bei Raumtemperatur gelagert und vor Gebrauch 1:10 mit bidest. H2O 
verdünnt. 
 
Tabelle 9.27 Proteasomaktivitätspuffer 
Proteasomaktivitätsmesspuffer  









ad 1000 ml 
Bei -20 °C war der Proteasomaktivitätsmesspuffer lagerfähig.  
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Puffer und Lösungen für molekularbiologische Methoden 
Tabelle 9.28 Lysepuffer II 
Lysepuffer II (Wurm-Lysepuffer für die SW-PCR)  













ad 100 ml 
Die Lagerung des Lysepuffers II erfolgte bei Raumtemperatur, wobei vor Gebrauch ein Gemisch aus 
5 µl Proteinase K-Stammlösung (25 mg/ml) und 995 µl Puffer frisch hergestellt wurde. 
 
Tabelle 9.29 50x TAE-Puffer 








ad 1000 ml 
Bei Raumtemperatur war der 50x TAE-Puffer lagerfähig. Vor Gebrauch wurde er jedoch 1:50 mit 
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ad 1000 ml 
Die Lagerung von DEPC-H2O fand nach dem Autoklavieren bei Raumtemperatur statt.  
 
Tabelle 9.31 MgCl2/CaCl2-Lösung 
MgCl2/CaCl2-Lösung  
MgCl2 (80 mM) 




ad 100 ml 
Die MgCl2/CaCl2-Lösung wurde bei 4 °C gelagert.  
 
9.8 Medien 
Die folgenden Tabellen zeigen die in dieser Arbeit verwendeten Medien bzw. deren 
Bestandteile mit entsprechenden Mengenangaben. 
Tabelle 9.32 2x YT-Agar 






ad 200 ml 
Die 2x YT-Agarplatten dienten zur Kultivierung von E. coli OP50-Bakterien. Nach dem Autoklavieren 
bei 121 °C und dem Abkühlen auf 55 °C wurden die Agarplatten unter sterilen Bedingungen 
gegossen. Für die Kultivierung von HT115-Bakterien wurden dem Agar Ampicillin (100 µg/ml) und 
Tetracyclin (25 mg/µl) hinzugegeben. Die Lagerung dieser Platten erfolgte bei 4 °C.  
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Tabelle 9.33 2x YT-Medium 




ad 1000 ml 
Nach dem Autoklavieren wurde das 2x YT-Medium, das zur Kultvierung von OP50- und HT115-
Bakterien diente, bei Raumtemperatur gelagert. 
 
Tabelle 9.34 NGM-Agar 








ad 500 ml 
Die Lösung wurde bei 121 °C autoklaviert und im Wasserbad auf 55 °C abgekühlt. Unter sterilen 
Bedingungen erfolgte die Zugabe der folgenden Bestandteile: 
NGM-Agar (Teil 2)  
KH2PO4 (1 M, pH 6) 
MgSO4 (0,1 M) 
CaCl2 (0,1 M) 
Carbenicillin (25 mg/ml) 
Cholesterol-Lösung (5 mg/100ml) 







Unter sterilen Bedingungen wurde der NGM-Agar in Petrischalen gegossen und bei Raumtemperatur 
gelagert. Die hergestellten NGM-Agarplatten dienten zur Kultivierung von C. elegans.  
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Tabelle 9.35 NGM-Flüssigmedium 
NGM-Flüssigmedium  
NaCl-Pepton 
KH2PO4 (1 M, pH 6) 
MgSO4 (1 M) 
CaCl2 (0,1 M) 
Cholesterol (5 mg/ml) 
Carbenicillin (25 mg/ml) 
Für RNAi-Experimente: 









Für jeden Versuch wurde das NGM-Flüssigmedium frisch angesetzt, wobei für RNAi-Experimente 
Kanamycin als Antibiotikum verwendet wurde.  
 
9.9 Enzyme und Antikörper 
Tabelle 9.36 und Tabelle 9.37 geben die in der vorliegenden Arbeit verwendeten Enzyme 
und Antikörper wieder. 
Tabelle 9.36 Enzyme  
Enzyme Sequenz (5‘→ 3‘) Hersteller Bestellnummer 
T4-DNA-Ligase 













Thermo Fisher Scientific 
 
Thermo Fisher Scientific 
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Tabelle 9.37 Antikörper 
Antikörper Hersteller  Bestellnummer 
Rabbit-anti-ubiquitin (linkage-specific K48) 
(monoclonal) 
Mouse-anti-ubiquitin (linkage-specific K63) 
(monoclonal) 
Rabbit-anti-actin antibody (monoclonal)  
Mouse-anti-rabbit IgG-HRP (polyclonal) 
Goat-anti-mouse IgG-HRP (polyclonal) 
Abcam  
 
Thermo Fisher Scientific 
 
Sigma-Aldrich 
Santa Cruz Biotechnology 









9.10  Kits  
In der folgenden Tabelle sind die in dieser Arbeit verwendeten Kits mit Hersteller- und 
Bestellnummer aufgelistet. 
Tabelle 9.38 Kits 
Kit Hersteller Bestellnummer 
KAPA2G Fast HotStart PCR Kit 
Plasmid Miniprep Kit I (peqGOLD) 
Gel Extraction Kit (peqGOLD) 
QIAfilter Plasmid Midi Kit 
Rapid DNA Ligation Kit 
TOPO® TA Cloning® Kit 





Thermo Fisher Scientific 
Thermo Fisher Scientific 
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9.11  Oligonukleotide 
Tabelle 9.39 gibt die in der vorliegenden Arbeit verwendeten Oligonukleotide wieder, die 
mithilfe des National Center for Biotechnology (NCBI) Primer Designing Tools entworfen und 
von Eurofins MWG Operon (Ebersberg, D)  bzw. biomers.net GmbH (Ulm, D)  synthetisiert 
wurden.  
Tabelle 9.39 Oligonukleotide 





GTG AGC AGC GTT GAA TCC ATC 
CAC GTC GTC AGG CTG GGA TATT 
GTC CGA TGA TCC GAGG  





* Tm: melting temperature (Schmelztemperatur) 
 
9.12  Vektoren 
Die in dieser Arbeit, für die Klonierung von RNAi-Konstrukten, verwendeten Vektoren sind in 
Tabelle 9.40 aufgeführt. 
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9.13  Software 
Tabelle 9.41 zeigt die in der vorliegenden Arbeit verwendete Software und deren Hersteller. 
Tabelle 9.41 Software 
Software Hersteller 
Ascent Software for Fluoroskan 2.6 
GraphPad Prism 5 
Motic Images Plus 2.0 ML 
Image J 1.44 
Thermo Fisher Scientific (Karlsruhe, D) 
Graph Pad Software (San Diego, USA) 
Beyersdörfer (Saarbrücken-Eschringen, D) 



















An erster Stelle möchte ich mich bei Herrn Prof. Dr. Uwe Wenzel für die Vergabe des 
interessanten Themas, die Bereitstellung der notwendigen Ressourcen und die kompetente 
Betreuung bedanken. Seine andauernde Bereitschaft zum Beantworten von Fragen sowie 
seine kritischen und hilfreichen Hinweise haben maßgeblich zum Gelingen dieser Arbeit 
beigetragen. 
Ein herzliches Dankeschön gilt auch Herrn Prof. Dr. Lakes-Harlan für die freundliche 
Übernahme der Zweitkorrektur.  
Für die Hilfe und Anregungen bei meinen Fragen möchte ich auch Dr. Elena Fitzenberger 
danken, die mich beim Erlernen der Labormethoden und Auswertungen der Ergebnisse 
unterstützt hat. 
Ein großer Dank geht auch an Anne Leiteritz, Eva Czynski, Alexandra Neeb, Therese 
Kubetzki-Bauer, Angelika Balzer, Alexander Berninger, Sandra Schwalm und Christina Hailu 
für die Hilfsbereitschaft und die Unterstützung im Labor.  
Auch möchte ich mich bei meinen Studenten, Sandra Flory, Eike Wächtershäuser, Hedda 
Meloh, Sophia Hartmann, Jan Mehrkens und Nora Carstens, für die konstruktive 
Zusammenarbeit bedanken. Ein großer Dank gilt auch allen anderen Studenten bzw. 
Kollegen, insbesondere Elli Berger und Paulos Tirekoglou, für die Hilfsbereitschaft und das 
angenehme Arbeitsklima. 
Weiterhin danke ich meinen Freunden für die motivierenden Gespräche, die Ablenkungen 
und das entgegengebrachte Verständnis. Ein ganz besonderer Dank geht an Erika Keim für 
die Korrektur dieser Arbeit.  
Doch der größte Dank gilt meiner Familie, ohne deren moralische Unterstützung und 
unendliche Geduld ich niemals so weit gekommen wäre. Ich bin so froh, euch zu haben. 










„Ich erkläre: Ich habe die vorgelegte Dissertation selbständig und ohne unerlaubte fremde 
Hilfe und nur mit den Hilfen angefertigt, die ich in der Dissertation angegeben habe. Alle 
Textstellen, die wörtlich oder sinngemäß aus veröffentlichten Schriften entnommen sind, und 
alle Angaben, die auf mündlichen Auskünften beruhen, sind als solche kenntlich gemacht. 
Bei den von mir durchgeführten und in der Dissertation erwähnten Untersuchungen habe ich 
die Grundsätze guter wissenschaftlicher Praxis, wie sie in der ‚Satzung der Justus-Liebig-




Gießen, den 05.04.2019                            Unterschrift_______________________________ 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
